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(57) Abstract: The invention concerns an isolated animal cell comprising at least a transgene including at least a nucleotide se- 
quence coding for at least a human polypeptide involved in the recognition and/or antigenic activation by T cells. The invention is 
characterised in that said cell, or a progeny of said cell, expresses at least all or part of the or said human polypeptides), and the ho- 
mologous endogenous animal gene coding for an animal polypeptide homologous with said human peptide is invalid The invention 
also concerns the corresponding transgenic animal. The cell and the transgenic animal of the invention can be used in a method for 
screening compounds which modulate an immune response in humans. The invention further concerns the use of the inventive cell 
as cell rendered autologous or tolerated by the immune system. 

(57) Abreg6 : U invention se rapporte a une cellule animate, isolee, comprenant au moins un transgene comprenant au moins une 
sequence nucleotidique codant pour au moins un polypeptide humain implique" dans la reconnaissance et/ou dans r activation antige'- 
nique par les cellules T, caractensee en ce que ladite cellule, ou une descendante de ladite cellule, exprime au moins tout ou partie du 
ou desdits polypeptide(s) humain(s) , et caractensee en ce que le gene animal endogene homologue codant pour un polypeptide ani- 
mal homologue audit peptide humain est invalide. U invention porte egalement sur Tamma! transgeniqne correspondant La cellule 
et 1' animal transgemque selon 1' invention peuvent &re mis en oeuvre dans un precede^ de criblage de composes qui modulent une 
reaction immune chez rhomme. L'invention porte Egalement sur Tutilisation de la cellule selon rinvention comme cellule rendue 
autologue ou tolSree par le systeme immunitaire. 
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Cellule et animal transgenique mod61isant la 
presentation antig6nique humaine et leurs utilisations 

5 

La pr^sente invention concerne le domaine de la 
biologie et plus particuli&rement le domaine de la 
transgen£se animale et de 1 1 immunologie . L' invention se 
rapport e & une cellule animale, isol6e, comprenant au 

10 moins un transg£ne comprenant au moins une sequence 
nucl6otidique codant pour au moins un polypeptide 
humain impliqu6 dans la reconnaissance antigenique 
et/ou dans 1' activation cellulaire des cellules T, 
caract6ris6e en ce que ladite cellule, ou une 

15 descendante de ladite cellule, exprime au moins tout ou 
partie du ou desdits polypeptide (s) humain(s), et 
caract6ris6e en ce que le g£ne animal endog^ne 
homologue codant pour un polypeptide animal homologue 
audit polypeptide humain est invalide. L' invention 

20 porte 6galement sur 1' animal transg6nique 
correspondant . La cellule et 1' animal transgenique 
selon 1' invention peuvent Stre mis en ceuvre dans un 
proc6d6 de criblage de composes qui modulent une 
reaction immune chez l'homme. L 1 invention porte 

25 6galement sur 1 'utilisation de la cellule selon 
l f invention comme cellule autologue ou tol6r6e par le 
systeme immunitaire pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de patients necessitant une 
greffe cellulaire et/ou tissulaire. 

30 La reconnaissance d'un antig£ne par les cellules T 

fait intervenir un complexe tripartite compose des 
molecules du complexe majeur d f histocompatibilite (CMH) 
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situees & la surface des cellules pr6sentatrices 
d'antig&nes (APC), le peptide antig6nique et le 
r^cepteur des cellules T (TCR) . Ainsi, pour avoir une 
activation lymphocytaire T, il est necessaire que le 
5 peptide soit correctement apprSte par les APC, puis 
associ§ aux molecules du complexe majeur 
d' histocompatibility (CMH) (nomm6es H-2 chez la souris, 
HLA chez I'homme) et enfin exprim6 & la surface des 
APC, pour que le complexe peptide-CMH presents puisse 

10 etre reconnu par le TCR sp6cifique. 

Les molecules de CMH sont constitu6es de deux 
chaines a et p. Chacune de ces chaines pouvant §tre 
cod6e par diff6rents alleles presents sur le bras court 
du chromosome 6 (6p21.3) chez I'homme. Les loci codant 

15 pour les gfenes des molecules de classe II sont 
centrom6riques et sont situ6s dans la region HLA-D 
(environ 900 kb) . HLA-A contient au moins 20 g£nes de 
classe II dont 9 sont fonctionnels : DPB1, DPA1, DQBl, 
DQB2, DRB1, DRB2, DRB4 f DRB5, DRA. La r6gion de classe 

20 I (environ 1600 kb) contient environ 20 g£nes de classe 
I dont 8 sont officialises par une nomenclature precise 
(A, B, C, D, E, F, G, H, J) ; seuls les produits A, B, 
C sont extensivement 6tudi6s. Au niveau structural, les 
molecules du CMH de classe I sont form6es d'une chaine 

25 a associ6e de fa?on non covalente £ un polypeptide, la 
beta 2 microglobuline (P2m) . 

Le polymorphisme HLA repr^sente les variations au 
sein d'un locus dans une population. Chaque variation 
represente un allele HLA. Par exemple, 1' association 

30 d'une chaine a avec une chaine P permet 1' expression 
d'une prot6ine de CMH de classe II fonctionnelle, 
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poss6dant un site de liaison peptidique 0C1 vont se 
concentrer la majorit6 des variations polymorphes . 

Ce ph6nom6ne, d6fini comme la restriction g6nique, 
influence les interactions peptide-CMH et explique en 
5 partie que certains individus r6pondent ou non a un 
antig£ne donn6. Les modules animaux (souris) ont permis 
dans un premier temps d f 6tudier la nature de la r6ponse 
immune mise en place (par exemple, Thl versus Th2, 

r£ponse cellulaire versus humorale...) . Cependant, ils 

10 ont montr6 leurs limites notamment dans les etudes de 
recherche d'un "candidat vaccinal" qui soit 
extrapolable a l'homme. Pour contourner en partie la 
restriction genique du CMH, des souris transgeniques 
exprimant un allele donn6 du CMH ont 6te utilis6es. 

15 Dans la plupart des cas, ces modules ont 6t6 obtenus 
par transgendse classique. Ceci signifie que le gfene 
codant pour la molecule HLA est int6gr6 de fagon 
aleatoire dans le genome de la souris, l'effet du site 
d 1 integration sur l 1 activity biologique du transg£ne ne 

20 pouvant pas etre ignore. De plus, ces premiers modules 
obtenus par transgenfese classique effectu6e pour des 
souris sauvages, expriment en plus de la molecule du 
CMH humain, les molecules du CMH murines endogdnes. La 
reaction immune observ6e en r6ponse & un protocole de 

25 vaccination reflate alors la presentation de l'antig^ne 
par l f ensemble de ces deux types de molecules du CMH, 
humaine et murine. Une alternative & ce probleme a 
consist^ & croiser des souris transgeniques avec des 
souris pr6sentant une inactivation ciblfee de g£nes du 

30 CMH murin (CMH I : Pascolo et al. , 1997 ; CMH II : Ito 
et al., 1996) . 
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Ces modeles, qui ne prennent en compte qu'un HLA 
donne, sont tres reducteurs car naturellement un meme 
individu exprime diff6rents HLA. De plus f ces modules 
ne sont pas pertinents car le transg&ne codant pour le 
5 HLA humain est int6gre de mani^re aieatoire dans le 
genome , une telle integration ayant n6cessairement des 
consequences sur la regulation et I 1 expression des 
g%nes endogenes du site d' integration ainsi que sur la 
regulation fine de 1' expression du transg£ne. Ainsi, il 

10 existe un reel besoin de disposer d 1 animaux (souris ou 
autres) multi-transgeniques pour plusieurs molecules de 
CMH de classe I et/ou de classe II humaines d6crites 
coinme les plus representatives d'une population 
donn6e ; ces animaux const itueraient des outils d f une 

15 valeur considerable pour une pre-6valuation de la 
capacite de certaines molecules k d6clencher une 
r6ponse immune chez l f homme. C'est le probieme 
technique que se propose de r6soudre la pr6sente 
invention, 

20 Afin de contourner les restrictions pr6cit6es, les 

inventeurs se proposent d f introduire plusieurs alleles 
HLA humains dans le genome d f animaux de laboratoire, de 
preference chez la souris , et de couvrir ainsi un large 
6ventail de la restriction g6nique humaine lie au CMH. 

25 De preference, les modeies de souris HLA multigeniques 
d6velopp6es par les inventeurs expriment une k deux 
molecules HLA de classe I et/ou de classe II. En effet, 
1' association d'une molecule HLA de classe I et d'une a 
deux molecules HLA de classe II dans le m§me modeie 

30 serait un outil appreciable pour des etudes de 
vaccinologie . En effet, les molecules de classe I du 
CMH vont presenter les peptides exogenes aux 
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lymphocytes T CD8 + , responsables d'une r6ponse de type 
CTL (lymphocytes T cytotoxiques) • Les molecules HLA de 
classe II vont presenter des peptides aux lymphocytes T 
CD4 + qui, suite & leur activation, vont produire des 
5 cytokines et permettront ainsi le developpement d'une 
r6ponse immune cellulaire et/ou humorale. En disposant 
d'un animal transgenique pour des molecules de classe I 
et II humaines, les deux composantes necessaires k 
1' etude d'une r^ponse immune seront r6unies, et le 

10 module obtenu permettra d'etudier un antigdne 
(restreint classe I ) en association avec un peptide 
(restreint classe II) qui favorise le d6veloppement 
d'une r6ponse T globale. Malgre le fait que toutes les 
etapes pr6c6dant la presentation antig6nique 

15 (appretement de l'antigene...) restent entierement 
"murinise", un tel module double transgenique pr6sente 
une amelioration forte de sa relevance biologique. 

Les inventeurs se proposent de supprimer 
1' expression des CMH murins afin de ne laisser 

20 s'exprimer que les gfenes HLA humains introduits, 
augmentant d'autant la quality du module. La 
technologie d' insertion cibl6e (Knock-In), par exemple, 
est utilis6e dans cette optique et 6vite les 
inconvenient s d'une insertion aieatoire du transgdne 

25 obtenue par transgen^se classique par microinjection 
d'ADN dans le pronucleus par exemple. Ainsi, les 
molecules du CMH murins seront invalidees en m^me temps 
que les molecules HLA humaines seront introduites. Ces 
genes humains en lieu et place de leurs equivalents 

30 murins b6neficient de la regulation endogene s'exergant 
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normalement sur l f expression des molecules du CMH 
pendant le d^veloppement d f une r6ponse immune. 

Par cette m§me technique d' insertion cibl6e, les 
inventeurs proposent d'humaniser la raol6cule P2m pour 
5 eliininer les possibility d f association entre molecules 
HLA classe I humaine et P2m murine. La presentation 
d'antig&ne restreint aux molecules du CMH de classe I 
sera alors le plus proche possible de celle observee 
dans des cellules humaines. 

10 Enfin, tou jours dans l'optique d'augmenter la 

pertinence du module en fonction de ces applications 
potentielles, les inventeurs se proposent d'humaniser, 
en plus des molecules du CMH, d'autres molecules jouant 
un role important dans la reconnaissance des antig&nes 

15 comme les co-r6cepteurs CD4 et CD8. II a 6t6 d6montr6 
que les molecules CD4 et CD8 s'associent sous forme 
d'un complexe quaternaire avec le complexe TCR-CMH- 
peptide* Cette association n'a pas lieu dans des 
conditions satisfaisantes entre des molecules 

20 x6nog6niques, ceci a 6t6 mis en Evidence dans les 
premiers modeles de souris transg^niques portant un HLA 
humain incapable d'interagir avec le CD4 murin 
(Barzaga-Gilbert et al., 1992). Les molecules CD4 et 
CD8 engag6es conjointement avec le TCR dans la liaison 

25 des complexes CMH^peptide peuvent stimuler des signaux 
intracellulaires essentiels dans le processus 
d' activation lymphocytaire . C'est pourquoi, l 1 invention 
concerne 6galement un module de souris multi- 
transg^nique HLA dans lequel est introduit par 

30 insertion cibl6e dans le locus murin CD4 et CD8 
correspondant, un g6ne chimere codant de pr6f6rence 
pour la partie extracellulaire de la molecule CD4 ou 
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CD8 huraaine et pour la partie transmembranaire et 
intracellulaire de la molecule murine ; la 
reconnaissance CMH/CD4 ou CD8 est done, dans un tel 
modele animal, humaine, alors que la transduction du 
5 signal au sein du lymphocyte T est murine. 

La presente invention se propose done de fournir 
des modules animaux, de pr6f6rence de souris, HLA 
multi-transg6niques humanis6es pour toutes les 
molecules jouant un r61e cl6 darts 1' initiation d'une 

10 r6ponse immune, tout en pr6servant la signalisation 
dans le lymphocyte T murin. L 1 invention vise done & 
fournir une collection d' animaux de laboratoire multi- 
transg6niques HLA dans diff6rents fonds gen6tiques qui 
seront autant de modules exp6rimentaux pour une pr6- 

15 evaluation de molecules d'int^ret (antig^nes ou 
autres) . L 1 Evaluation ainsi r6alis6e sera tr6s 
pertinente dans la mesure ou la presentation de 
l'antig&ne se fera dans un contexte humanist de mani&re 
optimale . 

20 Les modules selon l f invention constituent des 

modules raffin6s utiles & l'6tude de la tolerance 
antig6nique (induction ou rupture) , la vaccinologie, 
les phenomenes allergiques et/ou inflammatoires 
(hyper sensibility retard6e) . Les animaux multi- 

25 transg^niques HLA selon 1' invention permettront 
6galement de reproduire des moddles exp6rimentaux de 
pathologies auto-immunes decrites chez l'homme et 
associees d un ou plusieurs HLA donn6s : par exemple en 
faisant exprimer des HLA qui sont observes en 

30 d6s6quilibre de liaison dans des populations et 
associ6s £ des ph^notypes de pathologie auto-immune. 
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Plus particulidrement, 1' invention se rapporte a 
une cellule animale, isolee, comprenant au moins un 
transg^ne comprenant au moins une sequence 
nucleotidique codant pour au moins un polypeptide 
5 humain impliqu6 dans la reconnaissance antig^nique 
et/ou dans 1' activation cellulaire des cellules T, 
caract6ris£e en ce que ladite cellule, ou une 
descendante de ladite cellule, exprime au moins tout ou 
partie du ou desdits polypeptide (s) humain (s), et 

10 caract6ris6e en ce que ladite sequence nucleotidique 
est int6gr§e de mani^re stable dans le g6nome de ladite 
cellule par insertion cibl6e par recombinaison 
homologue {« Knock-In ») au niveau d'au moins un, de 
preference deux alleles dudit gfene animal endogene, 

15 l r integration de ladite sequence invalidant ledit g£ne 
animal endogene homologue. 

Par polypeptide homologue au sens de la pr6sente 
invention, on entend designer des polypeptides 
d'esp^ces animales differentes, l'un etant humain, 

20 ayant facultativement une homologie de sequence 
substantielle et codant pour des polypeptides 
fonctionnellement Equivalent dans les deux esp^ces 
animales. 

Par polypeptide humain impliqu6 dans la 
25 reconnaissance antig6nique et/ou dans l f activation 
cellulaire des cellules T, on entend designer 
l f ensemble des molecules impliqu§es dans la 
reconnaissance antig^nique et/ou dans 1' activation 
cellulaire des lymphocytes T. 
30 Par reconnaissance antig^nique, on entend designer 

la presentation de l'antig^ne aux cellules T par une 
molecule du CMH entrainant une activation desdites 
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cellules T et done 1' initiation et le d^veloppement 
d'une r6ponse immune. 

Par activation cellulaire des lymphocytes T, on 
entend designer l 1 ensemble de la cascade react ionnelle / 
5 induite suite a l'amorgage ("priming") de la r6ponse 
immune ou pathologique. 

Le polypeptide humain impliqu6 dans la 
reconnaissance et/ou l r activation antig6nique par les 
cellules T est s61ectionn6 dans le groupe compost des 

10 antigenes du complexe majeur d' histocompatibility 
(HIiA) , de la p2-microglobuline, les chaines des 
rfecepteurs des cellules T (TCR) / les polypeptides du 
complexe CD3, des co-r6cepteurs CD4 et CD8, les 
molecules costimulatrices ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, LFA- 

15 1, CD28, CD80, CD86, CD40, CD40L f CD5, CD72, CTLA-4, 
CD2, LFA-3 . Plus pr6cis6ment, ledit antig6ne du 
complexe majeur d' histocompatibility est selection^ 
dans le groupe compos6 des antigenes HLA de type I, de 
type II , de type III. 

20 De pryfyrence, mais de manidre non limitative, 

ledit polypeptide humain est un antig£ne HLA de classe 
I humain qui est choisi de pr6f6rence parmi les 
antigenes HLA de classe I humain fonctionnels, de 
manifere plus pr6f6r6e dans le groupe compost de HLA-A2, 

25 HLA-A24 , HLA-Al , HLA- A3, HLA-B7 , HLA-B27, HLA-B44, HLA- 
B8, HLA-B35, HLA-Cw7, HLA-Cw3 et ledit polypeptide 
animal homologue invalid^ est un antigdne animal du CMH 
I qui est de pr6f6rence une molecule du CMH de classe I 
animal fonctionnel. De mani^re plus pr6f6r6e, 1' animal 

30 est la souris. L f antig£ne murin du complexe majeur 
d' histocompatibility de classe I invalid^ est done 
choisi en fonction du fond genetique murin. Ainsi, les 
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antig£nes H2K et H2D sont de preference inactiv^s chez 
les souris de souche 129 ou C57/B16, et l'antig%ne H2L 
chez les souris Balb/c. 

De preference, mais de mani&re non limitative, 
5 ledit polypeptide humain est un antig£ne HLA de classe 
II humain qui est choisi de preference parmi les 
antigdnes HLA de classe II humains fonctionnels, de 
maniere plus pr6fer6e dans le groupe compose de HLA- 
DR4, HLA-DRl, HLA-DRll, HLA-DR7, HLA-DR2, HLA-DR3, HLA- 

10 DQ8, HLA-DQ3, HLA-DP4 et ledit polypeptide animal 
homologue invalide est un antigdne animal du CMHII qui 
est de preference une molecule du CMH de classe II 
animal fonctionnel. L 1 animal etant de preference une 
souris consanguine ("In bred n ) r I'antigene murin du CMH 

15 II a invalider est choisi en fonction du fond g6n6tique 
murin ; ainsi, l'antig^ne I-E beta, qui nlest pas 
exprime et done non fonctionnel dans la souche murine 
129, n T est pas choisi lorsque la transgendse cibiee est 
r6alis6e - dans la souche 129- De preference f les 

20 antigenes I-A alpha, I-A beta et I-E alpha sont 
invalides dans les souris 129. 

1/ invention peut etre r6alis6e dans n' importe 
quelle cellule de mammifere competente pour la 
recombinaison homologue. De preference, il s'agit de 

25 cellules de rongeurs, notamment de souris, de rat, de 
hamster, de cobaye. De preference, il s'agit de 
cellules de souris. Alternativement, il s'agit de 
cellules de primates - dont les cellules humaines 
tels que les singes, chimpanz6s, macaques, babouins. II 

30 peut egalement s'agir de cellules de boyins, de 
caprins, d'ovins, de porcins, notamment de mini-porcs, 
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d'6quid6s tels que le cheval, de lagomorphes tels que 
le lapin. 

Les cellules selon 1' invention peuvent etre 
definies fonctionnellement coittme 6tant capables de 
5 r6aliser la recombinaison homologue du ou des 
fragment (s) d'ADN exog&ne qui contient au moins une, de 
preference deux, region (s) ayant des homologies de 
sequences avec une sequence d'ADN cellulaire endog6ne. 
De telles cellules contiennent naturellement des 
10 recombinases endogenes ou ont 6t6 g6n6tiquement 
modifi6es pour en contenir ou pour contenir les 
composes n6cessaires pour r6aliser la recombinaison de 
l'ADN. 

De manifere pref6r6e, parmi les cellules selon 

15 1' invention, il convient de citer tous les types 
cellulaires exprimant naturellement des prot6ines 
specifiques impliqu6es dans la reconnaissance et/ou 
1* activation antigenique par les cellules T. II 
convient de citer les cellules du syst&me immunitaire, 

20 les cellules pr^sentatrices de l' v antig6ne 
professionnelles et non professionnelles, les cellules 
souches h6matopo!etiques . 

Parmi ces cellules, il convient de citer les 
cellules du systeme immunitaire et de maniSre non 

25 exhaustive, les lymphocytes T matures et immatures, les 
thymocytes, les cellules dendritiques, les lymphocytes 
intra-6pith61iaux, les cellules NK, les lymphocytes B, 
les basophiles, les mastocytes, les macrophages, les 
6osinophiles, les monocytes, les plaquettes / les 

30 cellules de Langerhans, les cellules dendritiques, les 
cellules pr6sentatrices de l'antig6ne professionnelles 
et non professionnelles . Les cellules selon 1' invention 
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peuvent 6galement §tre par exemple des cellules 
neuronales. II convient 6galement de citer les cellules 
qui dans certaines conditions de culture, ou aprds 
differenciation ou manipulation g6n6tique sont capables 
5 d'exprimer des proteines sp6cifiques impliqu6es dans la 
reconnaissance et/ou 1' activation antig6nique par les 
cellules T. On peut citer les cellules souches 
hematopol£tiques, les cellules souches embryonnaires 
totipotent es (cellules ES) ou pluripotentes . Ces 

10 cellules souches peuvent se dif f6rencier en une cellule 
exprimant les proteines specif iques selon 1' invention. 
Par cellules souches, on entend designer tous les types 
de cellules indiff6renci6es multipotentes ou 
pluripotentes, cultivables in vitro de fa<?on prolong6e 

15 sans perdre leurs caracteristiques, et qui sont 
susceptibles de se diff6rencier en un ou plusieurs 
types cellulaires lorsqu'elles sont placees dans des 
conditions de culture definies. Ainsi, lorsque la 
cellule selon l f invention est une cellule ES ou une 

20 cellule hematopo!6tique, on peut envisager d'induire la 
differenciation de celle-ci en diff6rents types 
cellulaires susceptibles d'exprimer la ou les prolines 
sp6cifiques de la reconnaissance et/ou de 1' activation 
antig6nique par les cellules T, telles par exemple les 

25 cellules du systeme immunitaire, et plus pr6cis6ment 
les mastocytes, les basophiles, les monocytes, les 
6osinophiles, les lymphocytes T matures et immatures, 
les thymocytes, les cellules dendritiques, les cellules 
NK, les lymphocytes B, les cellules de Langerhans, les 

30 plaquettes, les monocytes, les cellules dendritiques, 
les cellules pr6sentatrices de l f antigene 
prof essionnelles et non professionnelles . 
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Lorsqu'il est n6cessaire d' employer des cellules 
souches embryonnaires (ES) , pour la production de 
1' animal transgenique selon 1' invention par exemple, 
une lign6e cellulaire de cellules ES peut §tre employee 
5 ou des cellules embryonnaires peuvent %tre obtenues 
fraichement a partir d'un animal h6te selon 
l r invention, en g6n6ral d'une souris f d'un rat, d'un 
hamster, d'un cobaye. De telles cellules sont cultiv6es 
sur une couche de fibroblastes nourriciers appropri6s 

10 ou sur de la gelatine, en presence de facteurs de 
croissance appropri6s tels que du facteur inhibiteur de 
leucemie (LIF pour « Leukemia Inhibitory Factor ») . 

Plus g6n6ralement les cellules selon 1' invention 
correspondent £ toutes les cellules animales* de 

15 pr6f6rence de mammif&res, & 1' exception des cellules 
humaines. Des exemples de cellules de mammif^res 
comp6tentes pour la recombinaison comprennent done les 
fibroblastes, les cellules endoth61iales, les cellules 
epith61iales, les cellules habituellement cultiv6es en 

20 laboratoire telles les cellules Hela, les cellules CHO 
(« Chinese Hamster Ovary ») , Dorris, AE7, D10.64, DAX, 
Dl.l, CDC25 par exemple. 

Au sens de la presente invention, on entend 
designer par transg6nique une cellule comportant un 

25 transg6ne. On entend designer par « transg^ne » ou par 
sequence d'acides nucl6iques exog£ne ou par g6ne 
exog6ne du materiel g6n6tique qui a 6t6 ou qui va etre 
insert artif iciellement dans le g6nome d'un mammif^re, 
particuliferement dans une cellule de mammif^re cultiv6e 

30 in vitro ou dans une cellule de mammifdre vivant, ou 
qui va se maintenir dans ladite cellule sous forme 
Spisomale. De mani£re pr6f6r§e, le trans gene selon la 
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presente invention comprend au moins une sequence 
susceptible d'etre transcrite ou transcrite et traduite 
en proteine. Le ou les transg£nes selon 1' invention ou 
leur expression n' af fecte (nt) pas le fonctionnement du 
5 r6seau biologique du systeme immunitaire, ni plus 
g6neralement le fonctionnement du r6seau biologique de 
la cellule. Le transg6ne peut §tre clon6 dans un 
vecteur de clonage qui permet d'en assurer sa 
propagation dans une cellule hdte, et/ou 

10 facultativement dans un vecteur d' expression pour 
assurer 1' expression du transgSne. Les technologies de 
l'ADN recombinant utilisees pour la construction du 
vecteur de clonage et/ou d' expression selon 1' invention 
sont celles connues et commun6ment utilisfees par les 

15 hommes de l'art. Les techniques standard sont utilisees 
pour le clonage, l'isolement de l'ADN, 1' amplification, 
et la purification ; les reactions enzymatiques 
impliquant l'ADN ligase, l'ADN polymerase, les 
endonucl6ases de restriction sont effectuees selon les 

20 recommandations du fabricant. Ces techniques et les 
autres sont g6neralement realis6es selon Sambrook et 
al., 1989), Les vecteurs incluent des plasmides, les 
cosmides, les phagemides, les bacteriophages, les 
retrovirus et autres virus animaux, les chromosomes 

25 artificiels, tels les YAC, BAC, HAC et autres vecteurs 
analogues . 

Les m6thodes pour g£n£rer des cellules 
transgeniques selon 1' invention sont bien connues de 
l'homme de 1'art (Gordon et al., 1989). Diverses 
30 techniques pour transfecter des cellules de maramif£res 
ont ete d6crites (pour revue, voir Keon et al., 1990). 
Le transgdne selon 1' invention, facultativement compris 
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dans un vecteur linearis^ ou non, ou sous la forme d' un 
fragment de vecteur, peut etre introduit dans la 
cellule h6te par des methodes standard telles que par 
exemple la micro-injection dans le noyau 
5 (US 4 873 191), la transfection par precipitation au 
phosphate de calcium, la lipofection, 1' 61ectroporation 
(Lo, 1983), le choc thermique, la transformation avec 
des polym^res cationiques (PEG, polybrdne, DEAE- 
Dextran...), l'infection virale (Van der Putten et al., 

10 1985), le sperme (Lavitrano et al., 1989). 

Selon un mode pref6r6 de realisation de 
1' invention, la cellule transg6nique selon 1' invention 
est obtenue par ciblage genique (« gene targeting »)du 
ou des transg^ne(s) au niveau d'une ou des sequences du 

15 genome de la cellule hote. Plus precisement, le 
trans g^ne est ins6re de maniere stable par 
recombinaison homologue au niveau de sequences 
homologues dans le genome de la cellule hdte. Lorsqu'il 
s'agit d'obtenir une cellule transg6nique en vue de 

20 produire un animal transg6nique, la cellule h6te est de 
pr6f6rence une cellule souche embryonnaire (cellule 
ES) (Thompson et al., 1989). 

Le ciblage genique repr6sente la modification 
dirigee d'un locus chromosomique par recombinaison 

25 homologue avec une sequence d'ADN exogene ayant une 
homologie de sequence avec la sequence endogfcne cibiee. 
On distingue diff6rents types de ciblage genetique. 
Ainsi le ciblage genique peut etre utilise pour 
modifier, en g6n6ral augmente 1' expression d'un ou de 

30 plusieurs gene(s) endogene(s), ou pour remplacer un 
gene endog£ne par un gene exogene, ou pour placer un 
gene exogene sous le contr61e d' elements de regulation 
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de 1' expression genique de gkne endog£ne particulier 
qui reste act if . Dans ce cas, il le ciblage genique est 
appeie « Knock- in » (KI) . Alternativement, le ciblage 
genique peut etre utilise pour diminuer ou annihiler 
5 1' expression d'un ou plusieurs g£nes. II s'agit alors 
de ciblage g6nique appeie « Knock-Out » (KO) (voir 
Bolkey et al., 1989). 

Selon la pr6sente invention, 1' integration dans le 
genome de ladite cellule dudit transg£ne codant pour au 

10 moins un polypeptide humain implique dans la 
reconnaissance et/ou I 1 activation antig6nique par les 
cellules T f constitue un « Knock-in » ; il est realise 
au niveau dudit ou desdits genes endogenes codant pour 
un animal homologue codant pour undit ou desdits 

15 polypeptide (s) animal (animaux) de telle sorte que ledit 
transgfene invalide 1' expression dudit gene endog6ne. La 
cellule selon 1' invention se caracterise en ce que le 
transg£ne est int6gr6 de manidre stable dans le genome 
de ladite cellule, et en ce que son expression est 

20 contr616e par les elements de regulation du g£ne 
endogene. Par integration de maniere stable, on entend 
signifier 1' insertion du transgene dans 1'ADN genomique 
de la cellule selon 1' invention. Le transg&ne ainsi 
insure est ensuite transmis a la descendance 

25 cellulaire. L' integration du transgene est r6alisee en 
amont, en aval ou au milieu du g£ne endogene cible. 
Selon un mode pr6f6re de realisation, la cellule selon 
1' invention exprime un ou plusieurs transg£nes, codant 
chacun pour au moins un polypeptide humain implique 

30 dans la reconnaissance antig6nique et/ou l f activation 
cellulaire des cellules T. 
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Pour realiser la recombinaison homologue, il est 
necessaire que le transgdne contienne au moins une 
sequence d'ADN comprenant tout ou partie d'au moins le 
gene codant pour le polypeptide humain impliqu6 dans la 
5 reconnaissance antigenique et/ou 1' activation des 
cellules T, avec 6ventuellement les modifications 
g§n6tiques d6sir6es et facultativement un ou plusieurs 
g£nes de selection positive ou negative, et 6galement 
des regions d'ADN d'homologie avec le locus cible, de 

10 preference au nombre de deux, situe de part et d' autre 
de la portion du gene rapporteur. Par «r6gions d'ADN 
d' homologies » ou «sequences d'ADN homologues ou 
substantiellement homologues », on entend designer deux 
sequences d'ADN qui, apr£s un alignement optimal et 

15 apr£s comparaison, sont identiques pour environ au 
moins environ 75% des nucleotides, au moins environ 80% 
des nucleotides, habituellement au moins environ 90% a 
95% des nucleotides et, de mani£re plus prefer6e, au 
moins environ 98 a 99,5% des nucleotides. Par 

20 «pourcentage d'identite» entre deux sequences d'acides 
nucieiques au sens de la presente invention, on entend 
designer un pourcentage de nucleotides identiques entre 
les deux sequences a comparer, obtenu apr£s le meilleur 
alignement, ce pourcentage etant purement statistique 

25 et les differences entre les deux sequences 6tant 
r6parties au hasard et sur toute leur longueur. On 
entend designer par "meilleur alignement" ou 
"alignement optimal", l f alignement pour lequel le 
pourcentage d f identite determine comme ci-apr^s est le 

30 plus 61eve. Les comparaisons de sequences entre deux 
sequences d' acides nucieiques sont traditionnellement 
realisees en comparant ces sequences apr£s les avoir 
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alignees de mani&re optimale, ladite comparaison 6tant 
r§alis6e par segment ou par « fenStre de comparaison » 
pour identifier et comparer les regions locales de 
similarity . de sequence. L'alignement optimal des 
5 sequences pour la comparaison peut §tre r6alis6, outre 
manuellement, au moyen de l'algorithme d'homologie 
locale de Smith et Waterman (1981), au moyen de 
l'algorithme d'homologie locale de Neddleman et Wunsch 
(1970), au moyen de la m6thode de recherche de 

10 similarity de Pearson et Lipman (1988), au moyen de 
logiciels informatiques utilisant ces algorithmes (GAP, 
BESTFIT, BLAST P, BLAST N, FASTA et TFASTA dans le 
Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer 
Group, 575 Science Dr., Madison, WI) . Afin d'obtenir 

15 l'alignement optimal, on utilise de pr§f6rence le 
programme BLAST, avec la matrice BLOSDM 62. On peut 
6galement utiliser les matrices PAM ou PAM250. Le 
pourcentage d' identity entre deux sequences d'acides 
nucl6iques est determine en comparant ces deux 

20 sequences alignees de manifere optimale, la sequence 
d'acides nucl6iques ou d'acides amines k comparer 
pouvant comprendre des additions ou des d§16tions par 
rapport & la sequence de reference pour un alignement 
optimal entre ces deux sequences. Le pourcentage 

25 d' identity est calcul§ en determinant le nombre de 
positions identiques pour lesquelles le nucleotide ou 
le r£sidu d'acide amin6 est identique entre les deux 
sequences, en divisant ce nombre de positions 
identiques par le nombre total de positions compar6es 

30 et en multipliant le r£sultat obtenu par 100 pour 
obtenir le pourcentage d' identity entre ces deux 
sequences. Par syquences nuciyiques prysentant un 



WO 03/006639 



PCT/FR02/02475 



19 

pourcentage d' identity d'au moins 85% , de preference 
d'au moins 90%, 95%, 98% et 99% apr£s alignement 
optimal avec une sequence de reference, on entend 
designer les sequences nucieiques presentant, par 
5 rapport & la sequence nucl6ique de reference, certaines 
modifications comme en particulier une deletion, une 
troncation, un allongement, une fusion chimerique, 
et/ou une substitution, notamment ponctuelle, et dont 
la sequence nucleique present e au moins 85%, de 

10 preference au moins 90%, 95%, 98% et 99% d'identite 
aprds alignement optimal avec la sequence nucieique de 
reference • La longueur des regions d'homologie est 
partiellement d6pendante du degr6 d'homologie. Ceci est 
dfl au fait qu'une diminution de la quantity d'homologie 

15 r6sulte dans une diminution de la frequence de 
recombinaison homologue. Si des regions de non 
homologie existent entre les portions de sequences 
homologues, il est preferable que cette non homologie 
ne s'etale pas sur toute la portion de sequence 

20 homologue mais plut6t dans des portions discretes . Dans 
tous les cas, plus le degr6 d'homologie est faible, 
plus la region d'homologie doit etre longue pour 
faciliter la recombinaison homologue, Bien que aussi 
peu que 14 pb homologue a 100% soient suffisantes pour 

25 r6aliser la recombinaison homologue dans les bacteries, 
dans les cellules de mammifere, des portions de 
sequences homologues plus longues sont prefer6es, en 
general. Ces portions font au moins 250 pb, 500 pb, 750 
pb, 1 000 pb, 1500 pb, 1750 pb, 2000 pb, 2500 pb, 

30 3000pb, 4000 pb de pr6f6rence au moins 5 000 pb pour 
chaque portion de sequence homologue. Selon 
1' invention, les fragments d'ADN sont de n'importe 
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quelle taille. La taille minimale requise est 
subordonn6e k la necessite d' avoir au moins une region 
d' homologie suffisamment longue pour faciliter la 
recombinaison homologue. Les fragments d'ADN ont une 
5 taille d'au moins environ 2 kb, de mani^re pr6f§r6e 
d'au moins environ 3 kb, 5 kb, 6 kb. 

Le transg6ne n' est pas limite & une sequence 
particuli^re d'ADN. Ainsi les sequences d'ADN 
d' homologie pr6sentes dans le transgdne peuvent etre 

10 d'une origine purement synth6tique (par exemple 
r6alisee en routine & partir d'un synth6tiseur d'ADN), 
ou peuvent deriver de sequences d'ARNm par reverse 
transcription, ou peuvent d6river directement de 
sequences d'ADN g6nomique. Lorsque la sequence d'ADN 

15 d' homologie derive de sequences d'ARN par reverse 
transcription, celle-ci peut contenir ou non tout ou 
partie de sequences non codantes telles les introns, 
selon que la molecule d'ARN correspondante a ou non 
subi, partiellement ou totalement, un 6pissage. De 

20 pr6f6rence, les s6quences d'ADN homologue utilisees 
pour r6aliser la recombinaison homologue comprennent 
des sequences d'ADN g6nomique plut6t que de l'ADN c . En 
effet, d' importantes sequences cis-r6gulatrices 
present es dans les introns, les regions dis tales, les 

25 regions promotrices peuvent etre pr6sentes. Les 
sequences derivant d'ADN g6nomique codent g6n6ralement 
au moins pour une portion de gene mais peuvent 
alternativement coder pour des regions non transcrites 
ou des regions d'un locus g6n6tique non rearrange 

30 telles que les loci des immunoglobulines ou du 
r6cepteur des cellules T. G6n6ralement, les sequences 
d'ADN g6nomique incluent une sequence codant pour un 
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transcrit d'ARN. De preference, le transcrit d'ARN code 
pour tout ou partie d'un polypeptide ; de preference, 
il s'agit de polypeptides humains impliqu6s dans la 
reconnaissance antigenique et/ou l f activation 
5 cellulaire des cellules T. Lorsque le transg£ne code 
pour une partie de polypeptide/ il s'agit de preference 
d'un ou de plusieurs exons ; ainsi, dans le cadre de 
l'humanisation du gene murin de la b£ta-2- 
microglobuline, le transgdne utilise comprend de 

10 preference un exon ; dans ce cas, le Knock-in est de 
preference un ^change d' exons. Alternativement, un meme 
transgene peut coder pour plusieurs g£nes humains. Dans 
ce cas, les g£nes humains sont de preference sous la 
forme d'ADNc et sont places sous le controle de regions 

15 promotrices humaines. Lorsque plusieurs genes humains 
sont ainsi li6s de maniere contigue, ils sont soit 
disposes sous la forme de multiples entites g6niques 
distinctes, comprenant chacun au moins un promoteur, 
des sequences r6gulatrices, une sequence codante, les 

20 signaux de terminaison, soit les sequences codantes 
sont dispers6es en CIS, s6parees par des « Internal 
ribosomal entry site » (IRES) et sont plac6es sous le 
contrdle d'un meme groupe de sequences de regulation de 
la transcription et de la traduction. 

25 De preference, les IRES sont seiectionn6s parmi 

l'IRES du virus de 1 f enc6phalite du myocarde (EMCV) , du 
cardiovirus, de 1' aphtovirus, de 1' enterovirus, du 
rhinovirus, notamment du rhinovirus humain (HCV) , du 
virus de 1' hepatite A, du poliovirus de type I, du 

30 virus de la maladie du pied et de la langue (FMDV, Foot 
and mouth disease virus) , du virus ECHO, du virus de la 
leucemie murine (MLV) de cMyc. 
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Selon un mode pr6f§re de realisation, le transg£ne 
comprend au moins une sequence nucieotidique codant 
pour au moins tout ou partie d' un polypeptide humain 
impliqu6 dans la reconnaissance antig6nique et/ou 
5 1' activation cellulaire des cellules T, une cassette de 
selection positive encadr6e ou non de sites-specif iques 
& 1' action des recombinases, par exemple une cassette 
• Lox/N6o-TK/Lox ou lox/N6o/lox ou FRT/N60-TK/FRT ou 
FRT/N60/FRT pouvant etre 6galement pr6sente en position 

10 5' de la dite sequence nucieotidique, et caract6ris6 en 
ce que une cassette de selection negative contenant par 
exemple le ou les g£nes DTA et/ou TK est pr6sente & au 
moins une des extremit6s du transg&ne. 

Le transgene peut etre aussi petit que quelques 

15 centaines de paires de bases d'ADN c ou aussi large 
qu'une centaine de milliers de paires de bases d'un 
locus genique comprenant la sequence codante exonique- 
intronique et les sequences de regulation n6cessaires £ 
l'obtention d'une expression contr616e de maniere 

20 spatio-temporelle. De preference, le segment d'ADN 
recombine a une taille comprise entre 2,5 kb et 1 000 
kb. Quoi qu'il en soit, les segments d'ADN recombines 
peuvent etre inf6rieurs a 2,5 kb et sup6rieurs £ 
1 000 kb. 

25 Le transgene de la presente invention est de 

preference sous forme native, c'est-&-dire derive 
directement d'une sequence d'ADN exogene presente 
naturellement dans une cellule animale. Cette sequence 
d'ADN sous forme native peut etre modifi6e par exemple 

30 par insertion de sites de restriction n6cessaires au 
clonage et/ou par insertion de sites de recombinaison 
site-specif iques (sequences lox et flp) . 
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Alternativement, le transgdne de la present e invention 
peut avoir et6 cre6 artif iciellement in vitro par les 
techniques de l'ADN recombinant, en associant par 
exemple des portions d'ADN g6nomique et/ou d'ADN c . II 
5 s'agit 1& de transgdne chim6rique. La sequence d'ADN 
selon 1' invention, sous forme native ou chim6rique, 
peut etre mut6e en utilisant les techniques bien 
connues de l'homme du metier. Pour les sequences 
codantes, ces mutations peuvent affecter la sequence 

10 d'acides amines. 

Lorsque les cellules ont 6t6 transform6es par le 
transg&ne, elles peuvent etre cultiv6es in vitro ou 
bien etre utilis6es pour produire des animaux 
transg6niques. Apr£s transformation, les cellules sont 

15 ensemenc6es sur une couche nourrici&re et/du dans un 
milieu appropri6. Les cellules contenant la 
construction peuvent Stre d6tect6es en utilisant un 
milieu s61ectif. Apr£s un temps suffisant pour laisser 
les colonies pousser, celles-ci sont recup6r6es et 

20 analyses pour d6terminer si un 6v6nement de 
recombinaison homologue et/ou une integration de la 
construction s'est produite. Pour r6aliser le criblage 
des clones susceptibles de satisfaire & la 
recombinaison homologue, des marqueurs posit if s et 

25 n6gatifs, encore appel6s genes de selection, peuvent 
etre insures dans le vecteur de recombinaison 
homologue. Diff6rents syst^mes de selection des 
cellules ayant realise l'6v6nement de recombinaison 
homologue ont 6t§ d6crits ; il convient de citer le 

30 premier syst&ne d6crit qui utilise des vecteurs de 
selection positif /n6gatif (Mansour et al., 1988 ; 
Capecchi, 1989) . 
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Par g£ne de selection, on entend designer un g£ne 
qui permet aux cellules qui le possedent d'etre 
selectionnees specif iquement pour ou contre la presence 
d'un agent s61ectif correspondant. Pour illustrer ce 
5 propos, un g£ne de resistance aux antibiotiques peut 
etre utilise comme un g£ne marqueur de selection 
positif qui permet A une cellule hate d'etre 
selectionn^e positivement en presence de 1' antibiotique 
correspondant. Une vari6te de marqueurs positif s et 

10 n6gatifs sont connus de l'homme du metier (pour revue 
voir brevet US 5 627 059) . Ce gene de selection peut se 
trouver soit £ 1' inter ieur ou k 1'exterieur du 
transg£ne linearise. Lorsque le gene de selection se 
trouve a l'interieur du transgene, c'est-a-dire entre 

15 les extr6mit6s 5' et 3' du transgene, celui-ci peut 
etre present sous la forme d'une entite g6nique 
distincte du g£ne codant pour au moins un polypeptide 
humain implique dans la reconnaissance antig6nique et 
I 1 activation cellulaire des cellules T selon 

20 1' invention. Dans ce cas, le gene de selection est lie 
de maniere op6rationnelle avec des sequences d'ADN 
permettant de contrdler son expression ; 
alternativement le g£ne de selection peut §tre mis sous 
le contrSle des sequences de regulation de 1' expression 

25 dudit gene humain. Ces sequences, connues de l'homme du 
m6tier, correspondent notamment aux sequences 
promotrices, f acultativement aux sequences activatrices 
et aux signaux de terminaison de la transcription. 
Facultativement, le g£ne de selection peut constituer 

30 un g£ne de fusion avec le g£ne humain. Ledit ghne de 
fusion est alors lie de manidre op£rationnelle avec des 
sequences d'ADN permettant de contrdler 1' expression 
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dudit g£ne de fusion- Selon un autre mode de 
realisation de 1' invention, le g£ne de selection est 
situ6 aux extr6mit6s 5' ou 3' du transg£ne de sorte que 
si un 6v6nement de recombinaison homologue se produit, 
5 le gdne de selection n'est pas integre dans 1'ADN 
g6nomique cellulaire; dans ce. cas, le gene de selection 
est un g£ne de selection n6gatif (pour revue voir 
brevet US 5 627 059) . 

Ledit gene de selection positive selon l f invention 

10 est de preference choisi parmi les gdnes de resistance 
aux antibiotiques . Parmi les antibiotiques, il convient 
de citer de manidre non exhaustive la neomycine, la 
tetracycline, l'ampicilline, la kanamycine, la 
phieomycine, la bieomycine, l'hygromycine, le 

15 chloramphenicol, la carb6nicilline, la gen6ticine, la 
puromycine. Les g£nes de resistance correspondant k ces 
antibiotiques sont connus de l'homme du metier ; k 
titre d'exemple, le gdne de la neomycine rend les 
cellules resistantes & la presence de l'antibiotique 

20 G418 dans le milieu de culture. Le g6ne de selection 
positif peut 6galement §tre s61ectionn6 parmi le gene 
HisD, 1' agent seiectif correspondant etant 
l'histidinol. Le g£ne de selection positif peut 
6galement §tre seiectionne parmi le g£ne de la guanine- 

25 phosphoribosyl-transf erase (GpT) ■, 1' agent s61ectif 
correspondant etant la xanthine. Le g£ne de selection 
positif peut 6galement etre seiectionne parmi le g£ne 
de l'hypoxanthine-phosphoribosyl-transf6rase (HPRT) , 
1' agent seiectif correspondant etant l'hypoxanthine. 

30 Ledit g6ne de selection negative selon 1' invention 

est de preference choisi parmi le gene de la 6- 
thioxanthine ou thymidine kinase (TK) (Mzoz et al., 



WO 03/006639 



PCT/FR02/02475 



26 

1993) , les gdnes codant pour des toxines bacteriennes 
ou virales telles par exemple 1'exotoxine A de 
Pseudomonas, la toxine diphterique (DTA) , la toxine 
cholerique, la toxine anthrox de Bacillus, la toxine 
5 Pertussis, la toxine Shiga de Shigella, la toxine 
apparentee A la toxine Shiga, les toxines d' Escherichia 
coli, la colicine A, la d-endotoxine . On peut egalement 
citer le cytochrome p450 de rat et la 
cyclophosphophamide (Wei et al., 1994), la purine 

10 nucleoside phosphorylase d' Escherichia coli (E. coli) 
et la 6-methylpurine d6oxyribonucl§oside (Sorscher et 
ali, 1994), les cytosines deaminases (Cdase) ou uracil 
phosphoribosyl transferase (UPRTase) qui peuvent §tre 
utilis6es avec la 5-f luorocytosine (5-FC) • 

15 Le ou les marqueurs de selection utilises pour 

permettre d' identifier les ev6nements de recombinaison 
homologue peuvent affecter par la suite 1' expression 
genique, et peuvent etre eiimin6s, si n6cessaire, par 
la mise en oeuvre de recombinases site-specif iques telle 

20 la recombinase Cre sp6cifique des sites Lox (Sauer, 
1994 ; Rajewsky et ai., 1996; Sauer, 1998) ou FLP 
specif ique des sites FRT (Kilby et a!., 1993). 

Les colonies positives, c' est-&-dire contenant des 
cellules dans lesquelles au moins un ev6nement de 

25 recombinaison homologue s'est produit sont identifiees 
par une analyse par southern blotting ■ et/ou par des 
techniques de PCR. Le taux d' expression, dans les 
cellules isolees ou les cellules de 1' animal 
transg6nique selon 1' invention, de 1'ARNm correspondant 

30 au transg£ne peut egalement §tre determine par des 
techniques comprenant 1' analyse par northern blotting, 
1' analyse par hybridation in situ, par RT-PCR. 
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Egalement les cellules ou tissus aniioaux exprimant le 
transg£ne peuvent etre identifies en utilisant un 
anticorps dirige centre la proteine rapporteuse. Les 
cellules positives peuvent ensuite etre utilis6es pour 
5 realiser les manipulations sur l'embryon et notamment 
1' injection des cellules modifiees par recombinaison 
homologue dans les blastocystes. Pour ce qui concerne 
la souris, les blastocystes sont obtenus £ partir de 
femelles superovuiees de 4 & 6 semaines. Les cellules 

10 sont trypsin6es et les cellules modifiees sont 
injectees dans le blastoceie d' un blastocyste. Apr£s 
1' injection, les blastocystes sont introduits dans la 
come uterine de femelles pseudo-gestantes. On laisse 
ensuite les femelles aller jusqu'& leur terme et les 

15 port6es r6sultantes sont analys6es pour determiner la 
presence de cellules mutantes poss6dant la 
construction. L' analyse d'un phenotype different entre 
les cellules de l'embryon nouveau-n6 et les cellules du 
blastocyste ou des cellules ES permet de detecter les 

20 nouveau-n6s chimeriques. Les embryons chim6riques ; sont 
ensuite 61ev6s jusqu'& l'Sge adulte. Les chim^res ou 
animaux chimeriques, sont des animaux dans lesquels 
seule une sous-population de cellules poss£de un genome 
altere. Les animaux chim6riques presentant le gene ou 

25 les genes modifies , sont en general croises entre eux 
ou avec un animal de type sauvage afin d'obtenir une 
descendance heterozygote ou homozygote. Les 
heterozygotes mSles et femelles sont ensuite crois6s 
pour g6n6rer des animaux homozygotes . A moins qu'il ne 

30 soit indique, 1' animal transgenique selon 1' invention 
comprend des changements stables de la sequence 
nucl6otidique des cellules de la lignee germinale. 
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Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
la cellule transg6nique non humaine selon 1' invention 
peut servir de cellule donneuse de noyau dans le cadre 
d'un transfert de noyau ou transfert nucl6aire. Par 
5 transfert nucl6aire, on entend designer le transfert de 
noyau d'une cellule vivante donneuse de vert£br6, d'un 
organisme adulte ou au stade foetal, dans le cytoplasme 
d'une cellule receveuse 6nucl66e de la m§me esp&ce ou 
d'une esp£ce diff6rente. Le noyau transf6r£ est 

10 reprogramme pour diriger le dSveloppement des embryons 
clones qui peuvent ensuite etre transf6r6s dans des 
femelles porteuses pour produire les foetus et les 
nouveau-n6s, ou utilises pour produire des cellules de 
la masse cellulaire interne en culture. Diff6rentes 

15 techniques de clonage nucl6aire sont susceptibles 
d'etre utilis6es ; parmi celles-ci, il convient de 
citer de mani^re non exhaustive celles qui font l'objet 
des demandes de brevet WO 95 17500, WO 97 07668, 
WO 97 07669, WO 98 30683, WO 99 01163, WO 99 37143. 

20 Selon un mode pr6f6r6 de realisation de 

1' invention, le ciblage g6nique selon la pr6sente 
invention constitue un « Knock-In » (K-I) . Le transgdne 
ou le g£ne exog&ne ou la sequence nucl6otidique selon 
1' invention codant pour au moins tout ou partie d'un 

25 polypeptide humain impliqu6 dans la reconnaissance 
et/ou dans l 1 activation antig6nique des cellules T 
selon 1' invention est cibl6e par recombinaison 
homologue dans le genome de 1' organisme. Selon un mode 
pr6f6r6 de realisation, la sequence nucl£otidique est 

30 int6gree de manifcre stable dans le g6nome de ladite 
cellule par insertion cibl£e par recombinaison 
homologue (« Knock-In ») au niveau d'au moins un allele 
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dudit gene animal, et son integration invalide ledit 
g6ne animal endog^ne homologue. 

Selon un premier mode de realisation de 
1' invention, le transgene ou la sequence nucleotidique 
5 est depourvu d' elements de regulation de 1' expression 
genique et est lie de manidre operationnelle k des 
sequences de regulation de 1' expression dudit gene 
animal endogene homologue, 

Selon un second mode de realisation de 1' invention, 

10 le transgene ou la sequence nucl6otidique comprend des 
616ments de regulation de 1' expression g6nique et est 
lie de mani^re op6rationn^lle £ des sequences exogdnes 
de regulation de 1' expression, Selon un mode prefere de 
realisation, les dites sequences de regulation de 

15 1' expression exogdnes sont les sequences de regulation 
de 1' expression du dit gene humain codant pour le 
polypeptide humain. 

Le transgene comprend au moins un gene, humain, qui 
code pour le polypeptide humain implique dans la 

20 reconnaissance antigenique et/ou dans 1' activation 
cellulaire des cellules T. Ledit gene humain comprend 
soit 1' ensemble des sequences contenant 1' information 
pour la production reguiee de l'ARN correspondant 
(transcription) soit de la chaine polypeptidique 

25 correspondante (transcript ion- traduction) . Ledit gene 
humain peut §tre un g6ne de type "sauvage" pr6sentant 
un polymorphisme naturel ou une sequence d'ADN 
manipul6e g6n6tiquement, par exemple ayant des 
deletions, substitutions ou insertions dans les regions 

30 codantes ou non codantes. De maniere prefer6e, le ou 
les genes humain (s) sont d6pourvus de sequences de 
regulation n6cessaires pour diriger et contr81er leur 
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expression dans un ou des type(s) cellulaire (s) 
approprie(s) ; en effet, ils sont plac6s apres 
recombinaison homologue sous le contrdle des sequences 
animales endogenes de regulation de 1' expression du 
5 g£ne endog£ne animal cible qui demeure de preference 
actif suite & l'6v6nement de recombinaison homologue et 
1' integration du g£ne humain. 

Alternativement, le transg6ne selon 1' invention 
peut contenir des sequences de regulation appropri6es 

10 pour diriger et controler 1' expression dudit ou desdits 
prot6ines humaines impliqu6es dans la reconnaissance 
et/ou dans l 1 activation antig6nique par les cellules T 
dans la cellule. Dans ce cas, le transg&ne est int6gr6 
de mani^re cibl6e ou aieatoire dans le genome, ou est 

15 present sous forme episomale dans la cellule, Dans ce 
cas de figure, les sequences de regulation appropriees 
sont des sequences inductibles par une ou plusieurs 
proteines . 

Par elements de regulation de l f expression du g£ne, 
20 on entend designer toutes les sequences d'ADN 
impliquees dans la regulation de l f expression ggnique 
c'est-S-dire essentiellement les sequences regulatrices 
de la transcription, de l'6pissage, de la traduction. 
Parmi les sequences d'ADN regulatrices de la 
25 transcription, il convient de citer la sequence 
promotrice minimale, les sequences amonts (par exemple, 
la boite SP1, l'IRE pour « interferon responsive 
element »,...), les sequences activatrices 

(« enhancers ») , eventuellement les sequences 
30 inhibitrices (« silencers ») , les sequences insulateurs 
(« insulator ») , les sequences d'6pissage. 
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Ces sequences de regulation de 1' expression sont 
li6es de mani^re op6rationnelle au(x) g£ne(s) 
humain (s). Une sequence nucl6ique est « li6e de mani^re 
operationnelle » lorsqu'elle est plac6e dans une 
5 relation fonctionnelle avec une autre sequence d'acide 
nucleique. Par exemple, un promoteur ou un activateur 
(« enhancer ») est li6 de manifere opirationnelle & une 
sequence codante, s'il affecte la transcription de 
ladite sequence codante. Concernant les sequences 

10 regulatrices de la transcription, « lie de maniere 
operationnelle » signifie que les sequences d'ADN li6es 
sont contigues, et lorsqu'il s'agit de lier deux 
regions codantes pour des prot6ines, contigues et en 
phase de lecture. 

15 La cellule transg6nique et/ou 1' animal transgenique 

non humain selon 1' invention est obtenu en introduisant 
au moins un transg^ne codant pour un polypeptide humain 
impliqu§ dans la reconnaissance antigenique et/ou dans 
1' activation cellulaire des cellules T, dans une 

20 cellule, un zygote ou un embryon pr6coce de 1' animal 
non humain. L' introduction de diff6rents transg&nes 
dans la cellule selon l f invention peut 6galement etre 
realis^e de maniSre simultanee ou de manidre d6cal6e 
dans le temps. Lorsque la cellule contient plusieurs 

25 transgdnes, elle peut etre obtenue directement par 
introduction simultan6e des fragments d'ADN necessaires 
& la recombinaison homologue dans ladite cellule en 
utilisant des m6thodes favorisant la co-transformation 
de molecules d'ADN multiples. Les cellules sont alors 

30 s61ectionn6es pour les multiples 6v6nements de 
recombinaison attendus en utilisant un systeme de 
selection adapts. Alternativement, la cellule multi- 
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transgfenique peut etre obtenue en r6alisant les 
ev6nements de recombinaison homologue s6par6ment et de 
manidre d6cal6e dans le temps. Ainsi, la cellule, apr6s 
introduction d'un premier vecteur de recombinaison 
5 homologue , est select ionn6e pour le premier evenement 
de recombinaison homologue, en utilisant un syst&tie de 
selection adaptee ; cette cellule nouvellement 
transg§nique est ensuite transform^ avec un second 
vecteur de recombinaison homologue, puis s61ectionn6e 

10 pour le second 6v6nement de recombinaison homologue en 
utilisant un syst&ae de selection identique ou 
diff6rent. Facultativement, cette cellule double 
transg6nique peut ensuite Stre transform6e avec un 
troisieme vecteur de recombinaison homologue, puis 

15 s61ectionn6e pour le troisieme 6venement de 
recombinaison homologue en utilisant un systeme de 
selection identique ou different, et ainsi de suite. 
Alternativement, la cellule double, triple ou multi- 
transg6nique selon 1' invention peut §tre obtenue par 

20 croisement successif d' animaux transg6niques . Par 
exemple, une cellule double transg6nique peut etre 
obtenue par croisement de deux animaux simples 
transg6niques homozygotes ; elle peut etre obtenue par 
croisement puis selection de deux animaux simples 

25 transg^niques h£t6rozygotes, ou par croisement et 
selection d'un animal simple transg6nique homozygote et 
d'un animal simple transg6nique h6t6rozygote. 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
la cellule selon 1' invention se caract6rise en ce 

30 qu'elle comprend en outre au moins un transg^ne 
comprenant au moins tout ou partie d' une sequence 
nucleotidique codant pour au moins tout ou partie d'un 
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polypeptide humain impliqu6 dans la reconnaissance 
antig6nique et/ou 1' activation cellulaire des cellules 
T present sous forme episomale dans la dite cellule, et 
en ce que le dit ghne animal endog^ne homologue est 
5 invalid^ dans la dite cellule. De pr6f6rence, le dit 
gene animal endog^ne homologue est invalid^ par 
recombinaison homologue cibl6e (« knock-out ») . II est 
a la port6e de 1'homme du metier de definir la nature 
et les caract6ristiques du vecteur d' expression utilis6 

10 pour permettre le maintien et 1' expression sous forme 
6pisomale du transg^ne dans la cellule de 1' invention. 

Alternativement, la cellule selon 1' invention se 
caract6rise en ce qu'elle comprend en outre au moins 
un transg^ne comprenant au moins tout ou partie d' une 

15 sequence nucl6otidique codant pour au moins tout ou 
partie d'un polypeptide humain impliqu6 dans la 
reconnaissance antig^nique et/ou 1' activation 
cellulaire des cellules T int6gr6 de maniere al6atoire 
dans le genome ; dans ce cas, le transg&ne est de 

20 pr6f6rence int6gr6 dans une region non codant e du 
genome, sous la d6pendance d' Elements de r6ponse k des 
prot6ines impliquees dans la reconnaissance et/ou 
l f activation antig§nique par les cellules T. 

Selon un premier mode de realisation de 

25 1' invention, la cellule selon 1' invention est 
caract6ris6e en ce que la ou lesdites sequences 
nucl6otidiques codent pour tout ou partie d'un antigene 
HLA de classe I humain et est ou sont ins6r6es par 
insertion cibl6e par recombinaison homologue (« Knock- 

30 In ») au niveau du ou des gdnes animaux homologues 
codant le ou les antigenes animaux du complexe majeur 
d' histocompatibility de classe I (CMH I). 
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Selon un autre mode de realisation, la cellule 
selon 1' invention est caracterisee en ce que la ou 
lesdites sequences nucleotidiques codent pour tout ou 
partie des molecules HLA de classe II et est ou sont 
5 ins&rees par insertion ciblee par recombinaison 
homologue (« Knock-In ») au niveau du ou des gdnes 
animaux homologues codant les antig^nes animaux du 
complexe majeur d' histocompatibility de classe II (CMH 
II). 

10 Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 

la cellule selon 1' invention se caract6rise en ce que 
la ou lesdites sequences nucleotidiques codent pour 
tout ou partie des molecules HLA de classe I et de 
classe II et est ou sont ins6r6es par insertion cibl6e 

15 par recombinaison homologue (« Knock-In ») au niveau du 
ou des genes animaux homologues codant le ou les 
antigenes animaux du complexe majeur 

d f histocompatibility de classe I (CMH I) et de classe 
II (CMH II). 

20 Le dit antig£ne HLA de classe I humain est choisi 

dans le groupe compost de HLA-A2, HLA-A24, HLA-A1, HLA- 
A3, HLA-B7 < HLA-B27, HLA-B44, HLA-B8, HLA-B35, HLA-Cw7, 
HLA-Cw3, et ledit antig£ne animal du CMH I est choisi 
parmi H2K, H2D et H2L. Ledit antig£ne HLA de classe II 

25 humain est choisi dans le groupe compost de HLA-DR4, 
HLA-DR1, HLA-DR11, HLA-DR7 , HLA-DR2, HLA-DR3, HLA-DQ8, 
HLA-DQ3, HLA-DP4, et ledit antig£ne animal du CMH II 
est choisi parmi I-A alpha, I-A beta, I-E alpha et I-E 
beta. 

30 Selon un autre mode de realisation, la cellule 

selon 1' invention se caracterise en ce que ladite 
sequence nucleotidique code pour tout ou partie de la 
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P2-microglobuline humaine, et est ins6r6e par insertion 
cibl6e par recombinaison homologue (« Knock-In ») au 
niveau du gene animal homologue codant la p2- 
microglobuline • 
5 Selori un autre mode de realisation la cellule 

selon 1' invention se caracterise en ce que la ou 
lesdites sequences nucl6otidiques codent pour tout ou 
partie d'au moins une des polypeptides du complexe CD3 
humain et est ou sont ins6rees par insertion ciblfee par 

10 recombinaison homologue (« Knock-In ») au niveau du ou 
des gdnes animaux homologues codant pour le ou les 
polypeptides du complexe CD3. 

Selon un autre mode de realisation, la cellule 
selon 1' invention se caract6rise en ce que ladite 

15 sequence nucl6otidique code pour tout ou partie du 
polypeptide CD4 humain et est ins6r£e par insertion 
cibiee par recombinaison homologue (« Knock-In ») au 
niveau du gene animal homologue codant pour le 
polypeptide CD4. 

20 Selon un autre mode de realisation, la cellule 

selon 1' invention se caract6rise en ce que ladite 
sequence nucieotidique code pour tout ou partie du 
polypeptide CD8 humain et est ins6ree par insertion 
cibiee par recombinaison homologue (« Knock-In ») au 

25 niveau du g£ne animal homologue codant pour le 
polypeptide CD8. 

Selon un autre mode de realisation, la cellule 
selon 1' invention se caract6rise en ce qu'elle comporte 
(a) ladite sequence nucl6otidique codant pour tout ou 

30 partie de la p2-microglobuline humaine, ins6r6e par 
insertion cibl6e par recombinaison homologue (« Knock- 
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In ») au niveau du gene animal homologue codant la p2- 
microglobuline ; et/ou (b) ladite sequence 
nucleotide que codant pour tout ou partie du polypeptide 
CD4 humain, inser^e par insertion cibl6e par 
5 recombinaison homologue (« Knock-In ») au niveau du 
gene animal homologue codant pour le polypeptide CD4 ; 
et/ou (c) ladite sequence nucleotidique codant pour 
tout ou partie du polypeptide CD8 humain, inser6e par 
insertion cibl6e par recombinaison homologue (« Knock- 

10 In ») au niveau du g&ne animal homologue codant pour le 
polypeptide CD8 . Selon un mode pr6f6r6 de realisation, 
seule la partie extracellulaire des polypeptides CD4 et 
CD8 est humanisee. Optionnellement, la cellule selon 
1' invention comporte en outre la ou lesdites sequences 

15 nucl6otidiques codant pour tout ou partie d' au moins 
une des polypeptides du complexe CD3 humain, inser€es 
par insertion ciblee par recombinaison homologue 
(« Knock-In ») au niveau du ou des genes animaux 
homologues codant pour le ou les polypeptides du 

20 complexe CD3. 

La pr6sente invention porte 6galement sur 1' animal 
transg£nique non-humain comprenant au moins une cellule 
selon 1' invention. Par « animal transg£nique », on 
entend designer un animal non humain, de pr6f6rence un 

25 mammif&re choisi dans le groupe des rongeurs et 
notamment de la souris, du rat, du hamster, du cobaye. 
La souris est particulierement appr6ci6e car son 
systfeme immunitaire a 6t6 6tudi6 en profondeur. 
Alternativement, 1' animal transg6nique est choisi parmi 

30 les animaux d'61evage et notamment les porcins, ovins, 
caprins, bovins, 6quid6s, notamment le cheval, les 
lagomorphes, notamment le lapin. L' animal transg6nique 
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selon 1' invention peut egalement §tre choisi parmi les 
primates, notamment les singes, tels le macaque, le 
chimpanz6, le babouin. 

Compte tenu des polymorphismes genfetiques presents 
5 dans la population, il peut etre int£ressant pour 
analyser ou obtenir une r6ponse physiologique ou 
comportementale caract6ristique que les animaux 
transg6niques selon 1' invention, et notamment les 
souris transgeniques selon 1' invention present ent des 

10 fonds g6n6tiques diff^rents. Ainsi, les souris selon 
1' invention peuvent etre select ionn6es dans les lign^es 
murines consanguines (« inbred ») 129Sv, 12901a, 
C57B16, BalB/C, DBA/2, mais 6galement dans les lign6es 
non consanguines (« outbred ») ou des lign6es hybrides. 

15 1/ animal transg^nique selon 1' invention comprend au 

moins une cellule dont le genome comprend au moins un 
transgene ou sequence nucl^otidique selon 1' invention 
integr6e par insertion cibl6e (« knock-in ») , et 
facultativement au moins un transgdne ou sequence 

20 nucleotidique present soit sous forme d'§16ment extra- 
chromosomal, soit int6gr6 de maniere al6atoire dans 
l'ADN chromosomique . De preference, 1' ensemble des 
transg^nes selon 1' invention sont int6gr6s par 
recombinaison homologue ciblee (« Knock-In ») dans le 

25 gfenome de la cellule selon 1' invention. De preference, 
1' ensemble des cellules de 1' animal et notamment ses 
cellules de la lign6e germinale sont transgeniques. 

1/ animal transgenique selon 1' invention se 
caracterise en ce que les cellules de son syst^me 

30 immunitaire expriment au moins un antigene HLA humain 
fonctionnel ; les cellules de son systeme immunitaire 
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peuvent exprimer en outre des mol6cul.es co-r6ceptrices 
et co-stimulatrices humanisees et f onctionnelles. 

L' invention vise egalemcnt l r utilisation d'une 
cellule et ou d'un animal selon 1' invention pour le 
5 criblage de composes modulant la reponse immune 
humaine. C'est done un objet de 1' invention de fournir 
un proced6 de criblage de composes modulant, c'est-&- 
dire induisant, stimulant, inhibant, annihilant une 
reaction immune chez l'homme, caract6ris6 en ce qu'il 

10 comprend les stapes de (a) la mise en contact d'une 
cellule* et/ou d'un animal selon 1' invention avec un 
immunogene responsable du d6clenchement d'une reponse 
immune, (b) la mise en contact d'une cellule et/ou d'un 
animal selon 1' invention avec un immunogene responsable 

15 du d6clenchement d'une reponse immune et, de maniere 
simultan6e ou decal6e dans le temps, avec ledit 
compose, (c) la determination et evaluation 
qualitative, facultativement quantitative, si une 
reaction immune se produit, (d) puis 1' identification 

20 du compose qui module s61ectivement la reaction immune. 

Selon un mode de realisation, la determination 
et/ou l f evaluation de ladite reaction immune est 
r6alis6e selon une technique choisie parmi (a) la 
determination de la production de facteurs solubles 

25 tels que les chimiokines et les cytokines, (b) la 
determination de la presence de r6cepteurs & la surface 
cellulaire, (c) la determination de la proliferation 
cellulaire, (d) la determination des fonctions 
effectrices des cellules T (CTL, Helper,..), (e) la 

30 determination de la production d'anticorps par les 
cellules B. 
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Alternativement, ladite determination et/ou 
l 1 Evaluation de ladite reaction immune est r6alis6e par 
la mesure du taux d f expression d'un gdne rapporteur. Au 
sens de la pr6sente invention, on entend designer par 
5 g£ne rapporteur, un gene qui permet aux cellules 
comportant ce gene d'etre detectees de mani&re 
sp6cifique suite & 1' expression de ce dernier, c'est-&- 
dire d'etre distinguees des autres cellules qui ne 
portent pas ce g£ne marqueur. Ledit g£ne rapporteur 

10 selon 1' invention code pour une proteine rapporteuse 
choisie de preference dans le groupe compose des 
proteines auto-fluorescentes, telles que la prot6ine de 
fluorescence verte (GFP, pour « Green Fluorescence 
Protein ») , la proteine de fluorescence verte augment6e 

15 (EGFP) , la prot6ine de fluorescence jaune (YFP pour 
« Yellow Fluorescence Protein ») , la proteine de 
fluorescence bleue (CFP, pour « Cyan fluorescence 
protein ») , la proteine de fluorescence rouge (RFP pour 
« Red Fluorescence Protein ») , ainsi que les variants 

20 de ces proteines de fluorescence obtenues par 
mutagen^se pour g6n6rer une fluorescence de couleur 
differente. Ledit g£ne « reporter » code egaleraent pour 
toute enzyme detectable de mani^re f luorescente, 
phosphorescente, ou visible par un procede 

25 hist ochimi que sur des cellules vivantes ou toutes 
autres m6thodes d' analyse cellulaire, ou par 
microscopie. De fagon non exhaustive, il convient de 
citer la p-galactosidase (p-GAL) , la p-glucoronidase 
(p-GUS), la phosphatase alcaline, notamment la 

30 phosphatase alcaline placentaire (PLAP), la 
d6shydrog6nase alcoolique, notamment la deshydrog6nase 
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alcoolique de drosophile (ADH) , la lucif6rase, 
notainment la « Firefly Luciferase », la 
chloramphenicol-acetyl-transf6rase (CAT), 1' hormone de 
croissance (GH) . 
5 Enfin, 1' invention porte egaleiuent sur 

1' utilisation d'une composition comprenant un compose 
modulant la reaction immune et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable k titre de medicament 
pour le traitement preventif et/ou curatif d'un homme 

10 ou d'un animal necessitant un tel traitement f 
caracterise en ce que 1' aptitude dudit compose & 
moduler, c'est-A-dire a inhiber, £ activer, & annihiler 
select ivement la reponse immune est d6termin6e par (a) 
la mise en contact d'une cellule et/ou d'un animal 

15 selon 1' invention avec un immunog^ne responsable du 
d6clenchement d'une reponse immune, (b) la mise en 
contact d'une cellule et/ou d'un animal selon 
1' invention avec un immunog^ne responsable du 
declenchement d'une reponse immune et, de mani&re 

20 simultan6e ou decal6e dans le temps, avec ledit 
compost, (c) la determination et evaluation 
qualitative, facultativement quantitative, si une 
reaction immune se produit, (d) puis 1' identification 
du compose qui module seiectivement la reaction immune. 

25 Par antigene au sens de la present e invention, on 

entend designer un compose capable de declencher une 
reponse immune et/ou d'etre reconnu par un anticorps ou 
un lymphocyte T. Par immunogene, on entend designer un 
compose capable de declencher une r6ponse immune. Parmi 

30 les antigenes qui r6agissent avec les recepteurs des 
cellules T ou avec tous autres types de recepteurs 
exprimes sur les cellules impliquees dans la mise en 
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place et le d6veloppement d'une r6ponse immune inn6e ou 
specif ique, on peut citer les allergenes, les 
mitog&nes, les agents pathog^nes, ou l'un de leurs 
constituants, d'origine virale, bacterienne, 
5 parasitaire, fongique, mycoplasmique, les vaccins et 
compositions vaccinales, les adjuvants , les 
medicaments, les composes ou agents chimiques. La mise 
en contact d'un antigene specif ique avec une cellule ou 
un animal selon 1' invention peut se faire par di verses 

10 voies telles par exemple une infection classique par un 
microorganisme pathog^ne, ou via un vecteur biologique 
de d61ivrance (moustique, tique, bact6rie, virus et 
parasites ou agent commensale recombinant, ADN nu...) , 
par inhalation, en aerosol, par la nourriture. 

15 Exp6rimentalement, l'immunogdne peut §tre mis en 
contact avec 1' animal par une administration par voie 
syst6mique, en particulier par voie intraveineuse, par 
voie intramusculaire, intradermique, contact cutan6 ou 
par voie orale. 

20 Les composes obtenus par les proc6d6s de criblage 

de 1' invention et qui induisent une reaction immune 
chez l'homme constituent d' excellent vaccins. Ces 
composes ainsi identifies peuvent Stre par exemple des 
vaccins k Epitope minimal pour des maladies d'origine 

25 virale telles que le syndrome d' immunod6f icience 
humaine (SIDA) provoqu6e par une infection par le VIH 
(virus de 1' immunodef icience humaine), 1' hepatite B, 
1' hepatite C, pour des maladies d'origine bact6riennes 
telles la tuberculose, ou d'origine parasitaire telle 

30 que la malaria. 

Le compose obtenu par le proced6 de criblage selon 
1' invention ou la composition selon 1' invention peut 



WO 03/006639 



PCT/FR02/02475 



42 

Stre utilis6e non seulement dans un traitement 
pr^ventif, mais egalement dans un traitement curatif 
d'un certain nombre de pathologies pour lesquelles 
existent un dysfonctionnement de la reconnaissance 
5 antigenique et/ou de l f activation cellulaire des 
cellules T. C'est le cas notarament dans le contexte 
d'une infection bact6rienne, virale, fongique ou 
parasitaire ou dans le cas de l'6tablissement d'un 
cancer et de maladies auto-immunes • Parmi les maladies 

10 auto-immunes, il convient de citer de mani£re non 
exhaustive l'uveite, la maladie de Bechet, la 
Sarcoldose, le syndrome de Sjogren, la polyarthrite 
rhumatolde, la polyarthrite juvenile, le syndrome de 
Fiessinger-Leroy-Reiter, la goutte, l'ost6oarthrose, le 

15 lupus 6ryth6mateux aigu disseminfe, la polymyosite, la 
myocardite, la cirrhose biliaire primitive, la maladie 
de Crohn, la colite ulc£reuse, la sclerose en plaques 
et autres maladies d6myelinisantes, l'an6mie aplasique, 
le purpura thrombocytop6nique essentiel, le my61ome 

20 multiple et le lymphome 2l lymphocytes B, le 
panhypopituitarisme de Simmonds, la maladie de Basedow- 
Graves et 1' ophtalmopathie de Graves, la thyroldite 
subaiguS et la maladie de Hashimoto, la maladie 
d 1 Addison et le diabdte sucr6 insulino-d6pendant (type 

25 1) . 

Par v6hicule pharmaceutiquement acceptable, on 
entend designer tout type de vehicule employ^ 
habituellement dans la preparation de compositions 
pharmaceutiques et vaccinales, c r est-ci-dire un diluant, 
30 vecteur synth^tique ou biologique, un agent de 
suspension telle une solution saline isotonique ou 
tamponnee. De pr6f6rence, ces composes seront 
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administres par voie syst6mique, en particulier par 
voie intraveineuse, par voie intramusculaire, 
intradermique ou par voie orale* Leurs modes 
d' administration, posologies et formes galeniques 
5 optimaux peuvent §tre d6termin6s selon les criteres 
gen^ralement pris en compte dans 1' 6tablissement d'un 
trait ement adapt e k un patient comme par exemple l'3ge 
ou le poids corporel du patient, la gravity de son 6tat 
g6n6ral, la tolerance au trait ement et les effets 

10 secondaires constates, etc, Quand 1' agent est un 
polypeptide, un antagoniste, un ligand, un 
polynucleotide, par exemple une composition antisens, 
un vecteur, par exemple un vecteur antisens, on peut 
l'introduire dans des tissus ou des cellules h6tes par 

15 un certain nombre de fagons, incluant 1' infection 
virale, la micro-injection ou la fusion de vesicules. 
On peut egalement utiliser 1' injection par jet pour une 
administration intramusculaire. 

1/ invention concerne 1' utilisation d'une cellule ou 

20 d'un animal selon 1' invention & des fins de recherches 
exp^rimentales pour 1' analyse, l'6tude et la 
mod61isation des m6canismes moleculaires, biologiques, 
biochimiques, physiologiques et/ou physiopathologiques 
de la reaction immune chez l'homme et notarament de la 

25 reconnaissance antig6nique et/ou de 1' activation 
cellulaire des cellules T. En fonction du type de 
recherche que 1'on veut developper, on utilise soit 
1' animal entier, soit des cellules derivfees dudit 
animal. Ces cellules peuvent etre soit isol6es 

30 fraichement de 1' animal ou peuvent etre immortalis6es 
en culture, soit en multipliant les passages, soit en 
transformant les cellules par des virus tels le virus 
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SV40 ou le virus d'Epstein-Bahr. Ainsi, les cellules et 
les animaux selon 1' invention sont particuli&rement 
utiles pour 6tudier les bases mol6culaires n6cessaires 
a la mise en place et au d6veloppement de maladies 
5 aut o- immune s, des ph6nom&nes allergiques ou 
inflammatoires, des re jets de greffes. 

L' invention concerne 1' utilisation d'une cellule ou 
d'un animal selon 1' invention pour le criblage de 
composes biologiques ou chimiques therapeutiquement 

10 actifs, notamment de composes modulant la reponse 
immune humaine. 

1/ invention concerne egalement 1' utilisation d'une 
cellule g6netiquement modifi6e ex vivo selon 
1' invention pour la preparation d'une greffe cellulaire 

15 et ou tissulaire pour le traitement preventif et 
curatif d'un homme ou d'un animal necessitant un tel 
traitement, caracteris6e en ce que, lorsqu / un h6te 
allogenique est transplant6 avec ladite cellule, celle- 
ci est moins fortement rejet6e ou toler6e qu'une meme 

20 cellule n'ayant pas 6t§ g6n6tiquement modifi6e, par le 
syst&me immunitaire dudit hote. De preference, ladite 
cellule est une cellule de souris, de pore, de boviri, 
de primate- De maniere pr6f6r6e il s'agit d'une cellule 
de pore, De telles cellules sont susceptibles de 

25 constituer des cellules donneuses universelles et/ou 
personnalis6es par la nature des molecules HLA humaines 
exprim6es. Les cellules particulierement int6ressantes 
sont les cellules de Langerhans, les cellules de la 
medulla surr^nale qui peuvent s6cr6t6es de la dopamine, 

30 les osteoblastes, les ost§oclastes, les cellules 
6pith61iales, les cellules endoth61iales, les 
lymphocytes T, les neurons, les cellules gliales, les 
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cellules ganglionnaires, les cellules renales, les 
cellules de la ratine, les cellules souches 
embryonnaires, les cellules hfepatiques, les cellules de 
la moelle osseuse et les myoblastes, Ladite cellule 
5 exprime en outre au moins une prot§ine destin6e au 
traitement preventif et curatif d'un homme ou d'un 
animal necessitant un tel traitement, ladite prot6ine 
6tant selectionnee de preference dans le groupe compos6 
des cytokines, des interleukines, des chimiokines, des 

10 facteurs de croissance, des hormones, des anticorps. 
Ainsi pour le traitement du cancer, il peut .§tre 
int6ressant de greffer £ un patient atteint de cancer 
des cellules selon 1' invention exprimant de 
1'interleukine 2 (IL2) ou du GM-CSF (« granulocytes- 

15 macrophages colonies stimulating factor ») . Ainsi pour 
le traitement du diab&te, il peut etre int6ressant de 
greffer A un patient atteint de diabete des cellules 
selon 1' invention exprimant de 1'insuline. 

20 D'autres caract6ristiques et avantages de 

1' invention apparaissent dans la suite de la 
description avec les exemples repr6sent6s ci-apres. 
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EXEMPLES 

MATERIEL ET METHODES 
Vecteurs 

5 Le gene codant pour la beta 2 microglobuline chez 

la souris est compose de 4 exons, l'exon 2 codant pour 
la quasi totality de la proteine. Son humanisation est 
r6alis6e par knock-in du second exon codant pour la 
proteine humaine en lieu et place du second exon murin. 

10 Le vecteur de recombinaison homologue correspond a 

un fragment d'ADN g6nomique au niveau du g£ne dela beta 
2 microglobuline murin dans lequel l'exon 2 est 
remplac6 par son homologue humain par digestion 
enzymatique au niveau de sites introniques. 

15 La molecule CD8 est un h6t6rodim6re form6 d'une 

sous-unite alpha et une sous-unite beta. Les deux g£nes 
codant pour ces proteines sont situ6s sur une region de 
60 Kb. Cette proximite oblige les inventeurs & r6aliser 
de mani&re imperative les knock-in de ces g£nes sur le 

20 meme clone de cellules ES et de verifier que les deux 
recombinaisons homologues ont eu lieu sur le meme 
chromosome par FISH (« Fluorescent In Situ 
Hybridization ») avec des sondes specifiques de chacune 
des constructions ou par toutes autres methodes 

25 discriminatives (par exemple, segregation 

chromosomique) . 

Les deux g£nes CD8 alpha et CD8 b§ta sont invalid6s 
par insertion cibl6e dans le • premier exon codant d' une 
molecule d'ADNc chim^re comprenant la partie 

30 extracytoplasmique humaine associee a une sequence ADNc 
codant pour les parties transmembranaires et 
intracytoplasmiques de la molecule murine. Les deux 
recombinaisons homologues sont r6alis6es en meme temps 
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par co-61ectroporation des deux vecteurs et ce pour 
6viter deux stapes successives de recombinaison 
homologues . 

Pour 1' ensemble de ces vecteurs , les cassettes de 
5 selection sont flanqu6es de recombinases sites- 
specif iques, permettant leur Elimination une fois 
l'ev6nement de recombinaison homologue s61ectionn6. 

En ce qui concerne les g6nes murins codant pour les 
molecules du CMH de classe I chez la souris, H2-K est 
10 invalide par d616tion des exons 1 et 2. Le ghne H2-D 
est invalid^ par insertion d'une cassette de selection 
flanqu6e de sites specifiques de la recombinase Cre de 
maniSre & effectuer un echange- L' insertion d'un ou 
plusieurs genes HLA choisis, dans le locus H2-D, est 
15 r6alis6e par simple ^change de cassette contenant 
l'ADNc humain. Dans un premier temps , les invent eurs 
ont introduit l'ADNc de la molecule HLA-A1 . 

Culture, electroporation et selection des cellules 
20 souches embryonnaires 

Les cellules ES de fond genetique 129Sv/J ou 
C57BL/6J sont cultiv6es sur couches de cellules 
nourrici^res (fibroblastes embryonnaires de souris 
25 MEFs) comme d6crit pr6c6demment (Fraichard et al., 
1997) . 

Les cellules ES sont trypsin6es, lav§es et 
resuspendues k une concentration de 6,25.10 6 ES/ml dans 
du milieu de culture sans s6rum et §lectropor6es en 
30 pr6sence de 25 a 50 ^ig/ml vecteur d'homologie 
Iin6aris6„ Un voltage de 260V associ6 a une capacitance 
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de 500pF est optimal pour une cuve d' electroporation de 
4 mm d'epaisseur. 

IxlO 6 & 5xl0 6 cellules ES 61ectropor6es sont ensuite 
ensemences sur MEFs Neo r6sistants irradi6s. 36 heures 
5 apr&s mise en culture des cellules ES electroporees, la 
selection des clones resistant s commence par ajout de 
g6n6ticine (G418 k 250 fig/ml) dans le milieu de 
culture . 

Pour la co-61ectroporation, un melange 6quimolaire 
10 des deux vecteurs de recombinaison homologue sont 
61ectropor6s dans les m§mes conditions • 

Analyse des clones antibiotiques resistants par 
criblage par PGR et Southern blot: 

15 Les clones de cellules ES visibles 10 & 12 jours de 

culture en presence de G418 sont pr61ev6s. 

Les trois quarts des cellules restantes sont mis en 
culture sur couches de cellules nourriciSres en plaques 
96 puits. Le quart restant est manipul6 en plaques 96 

20 puits, ce qui permet 1' analyse simultanee de 80 clones. 
Les cellules ES sont resuspendues par ajout de 10 ^il 
d'H20 sterile. Apr6s choc thermique pour 6clater les 
cellules (2 minutes & 65°C), 4 \il sont utilises pour la 
reaction de PCR. Les clones recombinants isol6s par PCR 

25 sont confirm6s par Southern blot. 

Production de sour is chimdres par Injection de 
cellules ES dans des blastocystes 

30 Les blastocystes sont isol6s k partir de femelles 

donneuses C57BL/6J (Charles River If fa Credo) 3,5 jours 



WO 03/006639 



PCT/FR02/02475 



49 

apres fecondation. Les blastocystes sont r6cup6r6s par 
ringage des comes uterines avec 1 ml milieu M2. 
Ouelques blastocystes sont d6pos6s dans la charabre 
d' injection, dans une goutte de M2 recouverte d'huile 
5 min^rale. 3 & 5 cellules ES sont inject6es dans le 
blastoccele. 4 heures apr6s 1' injection, 5 & 9 
blastocystes sont r6implant6s dans chacune des comes 
ut6rines de femelles pseudogestantes accoupl^es avec un 
male vasectomis6 2,5 jours auparavant. 

10 Les cellules ES de fond g<§n6tique 129Sv/J ainsi que 

toutes les souris d6riv6es de ces cellules ES portent 
les marqueurs caract6ristiques de la souche c' est-&- 
dire homozygote pour le locus agouti A/A donnant une 
fourrure de couleur agouti. La contribution des 

15 cellules ES au d^veloppement de l'embryon h6te C57BL/6J 
(non-agouti) peut etre rapidement 6valu6e au niveau du 
pelage. En effet, si les cellules ES inject6es ont 
particip6 au d6veloppement embryonnaire presentent les 
souris obtenues pr6sentent un pelage chim&re agouti et 

20 noir trds facilement identifiable des petit s 
enti&rement noirs issus d'embryons h6tes non colonists 
par les cellules ES. Suivant le meme principe, les 
cellules ES C57BL/6J (noir) recombinantes sont injectes 
dans des blastocystes de fond gen6tiques BALB/c 

25 (albino) . 

Generation d'animaux heterozygotes 

Les males pr6sentant un fort taux de chim6risme 
sont mis en accouplement avec des femelles C57BL/6J. 
30 Pour les chim^res obtenues par injection de 

cellules ES C57BL/6 sont 6galement mise en accouplement 
avec des femelles C57BL/6J. Dans ce cas, 1' ensemble de 
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la premiere generation est crible par PCR pour 
l'6v6nement de recombinaison homologue. Les animaux 
heterozygotes positifs par PCR sont syst6matiquement 
confirm6s par Southern blot. 
5 L'ADN pour le genotypage des descendants est obtenu 

a partir de biopsies de queue de souris. 

Generation d' animaux homozygotes 

MSles et femelles heterozygotes sont mis en 

10 accouplement, les portees sont analys£es pour la 
presence de deux alleles recombinants. Coinrae attendu, 
un quart de la descendance sont homozygotes. Ces 
animaux representent alors une nouvelle lign6e de 
. souris transgeniques . 

15 Des souris transgeniques exprimant des polypeptides 

humains impliqu6s dans la reconnaissance et/ou 
1' activation antig6nique par les cellules T seront 
produites de fagon independante . Les homozygotes et/ou 
heterozygotes pour chaque type de transg^nique seront 

20 ensuite crois6s et la descendance sera test6e afin de 
s61ectionner les animaux exprimant les deux 
transgeniques . 

Le fond g6n6tique des animaux transgeniques pourra 
egalement etre change par croisements successifs avec 

25 des animaux d'un autre fond g6n6tique que celui utilise 
initialement . 
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REVENDICATIONS 

1. Cellule animale, isol£e, comprenant au moins un 
transgdne comprenant au moins une sequence 

5 nucl6otidique codant au moins pour tout ou partie d'un 
polypeptide humain impliqu6 dans la reconnaissance 
antig6nique et/ou dans 1' activation cellulaire des 
cellules T, caract§risee en ce que ladite cellule/ ou 
une descendant e de ladite cellule, exprime au moins 

10 tout ou partie du ou desdits polypeptide (s) humain (s), 
et caract6ris6e en ce que ladite sequence nucl6otidique 
est int6gr6e de mani&re stable dans le g6nome de ladite 
cellule par insertion ciblee par recombinaison 
homologue (« Knock-In ») au niveau d'au moins un allele 

15 dudit g6ne animal endogene, 1' integration de ladite 
sequence invalidant ledit g£ne animal endogene 
homologue. 

2. Cellule selon la revendication 1, caract6risee 
20 en ce que ledit polypeptide humain impliqu6 dans la 

reconnaissance et/ou l 1 activation cellulaire des 
cellules T est selectionn6 dans le groupe compost des 
antigfenes du complexe majeur d' histocompatibility 
(HLA) , de la |J2-microglobuline, les chaines des 
25 r£cepteurs des cellules T (TCR) , les polypeptides du 
complexe CD3, des co-r6cepteurs CD4 et CD8, les 
molecules costimulatrices ICAM-1, CD80, CD86, CD40, 
CTLA-4, CD28, LFA-3. 

30 3. Cellule selon la revendication 2, caract6ris6e 

en ce que ledit antig^ne du complexe majeur 
d' histocompatibility est s61ectionn6e dans le groupe 
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compose des antigenes du complexe majeur 
d' histocompatibility de type I, de type II, de type 
III. 

5 4. Cellule selon la revendication 3, caract6risee 

en ce que ladite sequence nucieotidique est li6e de 
maniere operationnelle & des sequences de regulation de 
1' expression dudit gene animal endogene homologue. 

10 5. Cellule selon la revendication 3, caracteris6e 

en ce que ladite sequence nucieotidique est li6e de 

maniere op6rationnelle It des sequences exogdnes de 
regulation de 1' expression. 

15 6. Cellule selon la revendication 5/ caracterisee 

en ce que lesdites sequences de regulation de 
1' expression exog£nes sont les sequences de regulation 
de 1' expression dudit g£ne humain codant pour le 
polypeptide humain. 

20 

7. Cellule selon les revendications 1 a 6, 
caract6ris6e en ce qu'elle comprend en outre au moins 
un transgene comprenant au moins tout ou partie d'une 
sequence nucl6otidique codant pour au moins tout ou 

25 partie d f un polypeptide humain impliqu6 dans la 
reconnaissance antig6nique et/ou 1' activation 
cellulaire des cellules T present sous forme episomale 
dans ladite cellule, et en ce que ledit g£ne animal 
endogene homologue est invalide dans ladite cellule. 

30 

8. Cellule selon la revendication 7, caract6ris6e 
en ce que ledit g£ne animal endog£ne homologue est 
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invalid^ par recombinaison horaologue cibl6e (« Knock- 
out ») . 

9. Cellule selon l'une des revendications 1 & 6, 
5 caract£ris£e en ce que la ou lesdites sequences 

nucleotidiques codent pour tout ou partie d'un antigdne 
HLA de classe I humain et est ou sont insferees par 
insertion cibl§e par recombinaison homologue (« Knock- 
In ») au niveau du ou des g&nes animaux homologues 
10 codant le ou les antig£nes animaux du complexe majeur 
d' histocompatibility de classe I (CMH I). 

10. Cellule selon l'une des revendications 1 & 6, 
caract6ris£e en ce que la ou lesdites sequences 

15 nucleotidiques codent pour tout ou partie des molecules 
HLA de classe II et est ou sont ins6r6es par insertion 
cibl§e par recombinaison homologue (« Knock-In ») au 
niveau du ou des g£nes animaux homologues codant les 
antig&nes animaux du complexe majeur 

20 d'histocompatibilite de classe II (CMH II). 

11. Cellule selon l'une des revendications 1 & 6, 
caract6risee en ce que la ou lesdites sequences 
nucleotidiques codent pour tout ou partie des molecules 

25 HLA de classe I et de classe II et est ou sont ins£r£es 
par insertion cibl6e par recombinaison homologue 
(«. Knock-In ») au niveau du ou des g&nes animaux 
homologues codant le ou les antigdnes animaux du 
complexe majeur d'histocompatibilite de classe I (CMH 

30 I) et de classe II (CMH II) . 
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12. Cellule selon l'une des revendications 9 et 11, 
caract6ris6e en ce que ledit antigfene HLA de classe I 
humain est choisi dans le groupe compost de HLA-A2, 
HLA-A24, HLA-A1 , HLA-A3, HLA-B7, HLA-B27, HLA-B44, HLA- 
5 B8, HLA-B35, HLA-Cw7 , HLA-Cw3, et caracteris6e en ce 
que ledit antigene animal du CMH I est choisi parmi 
H2K, H2D et H2L. 

13* Cellule selon l'une des revendications 10 et 
10 11, caracteris6e en ce que ledit antigene HLA de classe 
II humain est choisi dans le groupe compost de HLA-DR4, 
HLA-DR1, HLA-DR11, HLA-DR7, HLA-DR2, HLA-DR3, HLA-DQ8 , 
HLA-DQ3, HLA-DP4, et caract6ris6e en ce que ledit 
antig&ne animal du CMH II est choisi parmi I -A alpha, 
15 I-A b§ta, I-E alpha et I-E b§ta. 

14, Cellule selon l'une des revendications 1 & 6, 
caracteris^e en ce que ladite sequence nucl^otidique 
code pour tout ou partle de la ($2-microglobuline 

20 humaine, et est ins§r6e par insertion cibl6e par 
recombinaison homologue (« Knock-In ») au niveau du 
g6ne animal homologue codant la P2-microglobuline. 

15. Cellule selon l'une des revendications 1 £ 6, 
25 caracteris6e en ce que la ou lesdites sequences 

nucl6otidiques codent pour tout ou partie d'au moins un 
des polypeptides du complexe CD3 humain et est ou sont 
ins6r6es par insertion cibl6e par recombinaison 
homologue (« Knock-In ») au niveau du ou des gfenes 
30 animaux homologues codant pour le ou les polypeptides 
du complexe CD3. 
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16. Cellule selon l'une des revendications 1 a 6, 
caract6ris6e en ce que ladite sequence nucl§otidique 
code pour tout ou partie du polypeptide CD4 humain et 
est ins6r6e par insertion ciblee par recombinaison 
5 homologue (« Knock-In ») au niveau du gene animal 
homologue codant pour le polypeptide CD4 . 



17. Cellule selon l'une des revendications 1^6, 
caracterisee en ce que ladite sequence nucl^otidique 
10 code pour tout ou partie du polypeptide CD8 humain et 
est inser6e par insertion ciblee par recombinaison 
homologue (« Knock-In ») au niveau du g6ne animal 
homologue codant pour le polypeptide CD8 . 

15 18. Cellule selon l'une des revendications 9 & 13, 

caract6ris6e en ce qu'elle comporte en outre : 

a) ladite sequence nucl^otidique codant pour tout ou 
partie de la |}2-microglobuline humaine, inser^e par 
insertion cibl6e par recombinaison homologue 

20 (« Knock-In ») au niveau du g£ne animal homologue 

codant la p2-microglobuline ; et/ou 

b) ladite sequence nucl6otidique codant pour tout ou 
partie du polypeptide CD4 humain, ins§r6e par 
insertion ciblee par recombinaison homologue 

25 (« Knock-In ») au niveau du g6ne animal homologue 

codant pour le polypeptide CD4 ; et/ou 

c) ladite sequence nucl6otidique codant pour tout ou 
partie du polypeptide CD8 humain, ins6r6e par 
insertion ciblee par recombinaison homologue 

30 (« Knock-In ») au niveau du gene animal homologue 

codant pour le polypeptide CD8. 
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19 . Cellule selon les revendications 16 & 18, 
caract6ris6e en ce que seule la partie extracellulaire 
des polypeptides CD4 et CD8 est humanis6e. 

5 20. Cellule selon les revendications 1 & 19, 

choisie dans le groupe compos6 des cellules de souris, 
rat, hamster, cobaye, lagomorphes, primates, dont 
l'homme, porcin, ovin, caprin, bovin, cheval. 

10 21. Cellule de souris selon la revendication 20. 

22. Cellule selon la revendication 21, caract6risee 
en ce qu'elles sont selectionn6es parmi les cellules 
des lign6es murines consanguines (« inbred ») 129Sv, 

15 12901a, C57B16, . BalB/C, DBA/2, les lign6es non 
consanguines (« outbred ») et les lign6es hybrides* 

23. Cellule selon les revendications 1 & 22, 
caract6ris6e en ce que ladite cellule est choisie parmi 

20 les cellules du systeme immunitaire, les cellules 
pr^sentatrices de l f antig6ne professionnelles et non 
professionnelles, les cellules souches 

hematopoletiques, les cellules souches embryonnaires . 

25 24. Cellule selon la revendication 23, caract§ris6e 

en ce que ladite cellule du systeme immunitaire est 
choisie parmi tous types de lymphocytes T matures et 
immatures, les thymocytes, les cellules dendritiques, 
les lymphocytes intra-epith61iaux, les cellules NK, les 

30 cellules B, monocytes, les cellules pr6sentatrices de 
l'antig^ne professionnelles et non professionnelles. 
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25. Cellule souche selon la revendication 23 , 
caract6risee en ce que ladite cellule souche est 
subs6quemment diff6renciee en une cellule choisie parmi 
les cellules du systeme immunitaire selon la 

5 revendication 23. 

26. Animal transg6nique, non humain, comprenant au 
moins une cellule selon les revendications 1 & 25. 

10 27. Animal selon la revendication 26, caract6ris6 

en ce qu'il est selectionn6 parmi la souris, le rat, le 
hamster, le cobaye, le lapin, les primates, les 
porcins, les ovins, les caprins, les bovins, le cheval. 

15 28. Animal selon la revendication 27, caract6ris6 

en ce que 1' animal est une souris. 

29. Animal selon les revendications 26 a 28, 
caract6ris6 en ce que les cellules de son systeme 

20 immunitaire expriment au moins un antigene HLA humain 
f onctionnel . 

30. Animal selon la revendication 29, caract6ris6 
en ce que les cellules de son systeme immunitaire 

25 expriment en outre des molecules co-r6ceptrices et co- 
stimulatrices humanis6es et f onctionnelles . 

31. Proc6d6 de criblage d'un compos6 modulant une 
reaction immune chez l'homme, caract6ris6 en ce qu'il 

30 comprend les Stapes de : 

a) la mise en contact d'une cellule selon les 
revendications 1 & 25 et/ou d'un animal selon l'une 
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des revendi cat ions 26 & 30 avec un immunogEne 
responsable du d6clenchement d'une reponse iiamune ; 

b) la mise en contact d'une cellule selon les 
revendications 1 & 25 et/ou d'un animal selon l'une 

5 des revendications 26 k 30 avec un immunogEne 

responsable du d6clenchement d'une reponse immune 
et, de maniEre simultanee ou decaiee dans le temps / 
avec ledit compose ; 

c) la determination et Evaluation qualitative/ 
10 facultativement quantitative, si line reaction 

immune se produit ; 

d) puis 1' identification du compose qui induit 
s61ectivement la reaction immune. 



15 32. Proc6d6 selon la revendication 31, caracteris6 

en ce que ladite determination et/ou Evaluation de 
ladite reaction immune est r€alis6e selon une technique 
choisie parmi : 

a) la determination de la production de facteurs 
20 solubles tels que les chimiokines et les 

cytokines ; 

b) la determination de la presence de r6cepteurs A la 
surface cellulaire ; 

c) la determination de la proliferation cellulaire ; 

25 d) la determination des fonctions effectrices des 
cellules T (CTL, Helper...) ; 
e) la determination de la production d'anticorps par 
les cellules B. 



30 33. Proc6de selon la revendication 31, caract6ris6 

en ce que ladite determination et/ou evaluation de 
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ladite reaction immune est r6alis6e par la mesure du 
taux d f expression d'un g6ne rapporteur. 

34. Utilisation d'une cellule selon les 
5 revendi cations 1 & 25 et/ou d'un animal selon les 
revendications 26 cfc 30 pour 1' analyse, l'6tude et la 
mod§lisation des m6canismes mol6culaires, biologiques, 
biochimiques, physiologiques et/ou physiopathologiques 
de la reaction immune chez l'homme. 

10 

35. Utilisation d f une cellule selon l'une des 
revendications 1 k 25, et ou d'un animal selon l'une 
des revendications 26 a 30 pour le criblage de composes 
modulant la reponse immune humaine. 

15 

36. Utilisation d'une cellule g£n6tiquement 
modifi6e ex vivo selon les revendications 1 h 25 pour 
la preparation d'une greffe cellulaire et ou tissulaire 
pour le traitement pr6ventif et curatif d'lin homme ou 

20 d'un animal n^cessitant un tel traitement , caract6ris6e 
en ce que, lorsqu'un h6te allog6nique est transplants 
avec ladite cellule, celle-ci est moins fortement 
rejetee ou tol6r6e qu'une m§me cellule n'ayant pas 6t6 
g6netiquement modifi6e, par le syst^me immunitaire 

25 dudit h6te. 

37. Utilisation selon la revendication 36, 
caract6risee en ce que ladite cellule est une cellule 
de souris, de pore, de bovin, de primate. 

30 

38. Utilisation selon les revendications 36 et 37, 
caract6ris6e en ce que ladite cellule selon les 



WO 03/006639 



63 



PCT/FR02/02475 



revendications 1 & 25 exprime en outre au moins une 
proteine destin^e au traitement pr6ventif et curatif 
d'un homme ou d'un animal n6cessitant un tel 
traitement, ladite prot6ine 6tant s61ectionn6e dans le 
5 groupe compose des cytokines, des interleukines, des 
chimiokines, des facteurs de croissance, des hormones, 
des anticorps. 

10 
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